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ABSTRAKT 
 Tato diplomová práce se týká stanovení strobilurinových pesticidů v pivu, ječmeni a sladu. 
Je zde provedena identifikace na základě komerčních standardů a jejich následná kvantifikace 
v analyzovaných vzorcích.  
 V teoretické části je rozebrána současná situace ochrany zemědělských rostlin a plodin 
pesticidy. Zvláštní kapitola je věnován především strobilurinovým fungicidům. 
 V experimentální části je rozebrána metoda pro stanovení strobilurinů. Stručný popis se 
týká přípravy vzorků, extrakce a přečištění, prováděné dvěma způsoby. Optimalizace metody 
se týká především ve správné volby SPE kolonky a vhodného elučního rozpouštědla, 
nastavení vhodného průtoku mobilní fáze GPC. 
 V části Výsledky a diskuse jsou shrnuty všechny výsledky a naměřená data do přehledných 
tabulek a grafů. Jsou stanoveny validační parametry metody (mez detekce, mez 
stanovitelnosti, opakovatelnost, linearita, nejistota měření). 
 V závěru jsou shrnuty výsledky této práce.  
ABSTRACT 
 This diploma work is aimed determination of strobilurine pesticide in barly, malt and berr. 
Identifikation of strobilurine was made according to mass spectra library and base of 
commercialy standard. The next quantifikation in samples was made.  
The work consist of three main parts refer about problems. 
In therotical part is the method of plant, grown protection. This part is about pesticides and 
their fission, history and effects. 
In experimental part is method for determination strobilurine. 
In part results and discussion are all result and data in tables a graphs.  
At the end is sumed up result this work. 
KLÍČOVÁ SLOVA
pesticidy, fungicidy, strobiluriny, azoxystrobin, kresoxim–methyl, picoxystrobin, 
trifloxystrobin, GC-MS,GPC, SPE, srovnání SPE x GPC 
KEY WORDS 
pesticides, fungicide, strobilurine, azoxystrobin, kresoxim–methyl, picoxystrobin, 
trofloxystrobin, GC-MS, GPC, SPE, matching SPE x GPC 
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1.ÚVOD 
 Současná doba si žádá maximální produkci zemědělských plodin a jejich co nejlepší 
ochranu před škodlivými organismy, kteří se stále více dokáží přizpůsobovat nepříznivým 
podmínkám. Toto má za následek produkci stále nových účinných látek pesticidů a přípravků 
na ochranu rostlin. Jednou ze skupin těchto poměrně nových látek jsou strobilurinové 
pesticidy, patřící do skupiny fungicidů. Užívají se hlavně v ovocnářství, vinohradnictví a při 
pěstování obilovin. Tyto látky a jejich rezidua v potravinách mohou být pro člověka 
potenciálně nebezpečné, proto je velice důležité sledovat jejich možný výskyt v potravinách 
resp. surovinách pro výrobu potravin. 
 V současnosti existuje několik prací zabývajících se stanovením těchto látek v různých 
matricích, především v ovoce. Úkolem této práce je provést stanovení těchto látek 
v pivovarských surovinách ječmeni a sladu, a následně také v pivu. 
 Analytické stanovení se týká čtyř vybraných strobilurinových pesticidů, jež jsou u nás 
nejpoužívanější, ve vzorcích, které byly ošetřeny některým z řady přípravků na ochranu 
rostlin, jejichž účinnou látkou je právě strobilurin.  
 Tato práce se zároveň zabývá možností odstranění interferujících látek ze stanovovaných 
matric. Jsou zde porovnány dva způsoby přečištění vzorku pro jeho následné co nejlepší 
stanovení metodou GC – MSD.  
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2. TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Pesticidy  
2.1.1 Co jsou pesticidy 
 Rostliny jsou pravidelně poškozovány mnoha druhy organismů, pro které jsou zelené 
rostliny jediným zdrojem energie. Stále větší produkce rostlinných produktů má za následek i 
zvyšující se používání pesticidů. 
 Účinné látky pesticidů jsou chemikálie používané proti škodlivým živočichům, plevelům a 
parazitickým houbám, které ohrožují zemědělské, zahradní a lesní rostliny, zásoby potravin a 
zemědělských produktů, průmyslové materiály (textil, kůži, dřevo). 
 Použití pesticidů se stalo součástí pěstebních technologií zemědělských plodin. Americká 
agentura pro ochranu životního prostředí (EPA) pesticidy definuje jako látku nebo směs látek 
určené k prevenci, ničení, zmírnění poškození způsobeného škůdci [13]. V české právní 
normě jsou definovány podle Evropské směrnice (ES) jako „přípravky na ochranu rostlin 
definované v nařízení ES o uvádění přípravků na ochranu rostlin na trh“ [21].  
 
2.1.1.1 Historie 
 Od počátku civilizace se člověk neustále snažil zlepšovat své životní podmínky, jeho úsilí 
opatřit si např. dostatečné zásoby potravy se však stavějí do cesty různí škůdci a choroby 
napadající zemědělské plodiny. 
 Síra jako prostředek k potírání chorob kulturních rostlin a k zapuzování hmyzu byla známa 
už před rokem 1000 př. n. l. formou fumigantu [1]. 
 Kolem roku 1850 byly zavedeny dva důležité přírodní insekticidy: rotenon z kořenů derrisu 
a pyrethrum z květu jednoho druhu chryzantém [1]. Jsou to dodnes užívané insekticidy. 
 V následujících letech se úspěšně zaváděly nové látky obsahující měď, rtuť nebo síru. 
Třicátá léta 20. století jsou skutečným počátkem moderní éry syntetických organických 
pesticidů – mezi nejznámější lze zahrnout insekticidy na bázi alkylthiokyanátů (1930). První 
organické fungicidy salicylanilid (Shirlan 1931) a dithiokarbamátové fungicidy (1934) [1]. 
Roku 1939 objevil Dr. Paul Müller silné insekticidní vlastnosti dichordifenylrtichlorethanu 
neboli DDT [1]. 
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2.1.2 Rozdělení pesticidů 
 Z širšího hlediska mluvíme o pesticidech jako o biocidech, které účinkují proti živým 
škodlivým činitelům. Nejčastěji se dělí podle použití proti škodlivým činitelům a podle 
způsobu účinku. Nejdůležitějšími a nejrozšířenějšími skupinami jsou fungicidy, insekticidy, a 
herbicidy. Ostatní skupiny jsou méně významné [10]. 
 
2.1.2.1 Podle způsobu aplikace 
 Nejdůležitějšími a nejrozšířenějšími skupinami jsou fungicidy, insekticidy, a herbicidy.  
 Fungicid obsahuje chemickou látku nebo biochemický metabolit (antibiotikum), které 
úplně ničí houbu, nebo zastavuje její další vývoj [10]. 
 Pod pojmem insekticid rozumíme obchodní přípravek, který po aplikaci na hmyz jej 
usmrcuje nebo usmrcuje některá jeho vývojová stadia [10]. 
Podle účinku a obsahu působení rozlišujeme např.: 
ovicid – působí na vajíčka 
larvicid – působí na larvy 
aficid – působí pouze na mšice.  
 Herbicidy jsou přípravky k ničení nežádoucích rostlin – plevelů [10]. 
 
2.1.2.2 Podle způsobu účinku 
 Pesticidy je možno rozdělit podle způsobu účinku: 
kontaktní – účinná látka neproniká do rostliny, ale zůstává po aplikaci na povrchu pouze na 
místech kam dopadla při aplikaci. Zejména při aplikaci kontaktních fungicidů je třeba dbát na 
ošetření obtížně přístupných míst v porostu (např. spodní strana listů, husté porosty). 
Kontaktní fungicidy rovněž nechrání nové přírůstky rostlin po aplikaci. Při aplikaci 
kontaktních zoocidů jsou tyto nepříznivé vlastnosti do určité míry sníženy, protože většina 
cílových organismů jsou pohyblivé a tím se aktivně dostávají do styku s účinnou látkou. 
Výhodou kontaktních přípravků je obvykle kratší ochranná lhůta. Některé kontaktní přípravky 
mají translaminární účinek [10]. 
systemické – účinná látka působí nejen na povrchu rostlin, ale proniká do pletiv, kde se 
pomocí cévních svazků dostává do dalších částí rostlin. Protože určitou dobu působí uvnitř 
rostliny, chrání nové přírůstky. Většina účinných látek se šíří akropetálně – od kořenů 
k vrcholům, jen malé množství látek má schopnost se šířit bazipetálně – od vrcholů ke 
kořenům [10]. 
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 Systemické přípravky jsou náchylnější ke vzniku rezistence. 
kombinované přípravky – přípravky obsahují kontaktní i systemickou látku. Tímto se 
především snižuje nebezpečí vzniku rezistence. Těchto přípravku v posledním období stále 
přibývá [10]. 
kvazi- systémické (mezostemické) – účinná látka působí na povrchu, kde se obvykle ukládá 
do voskové vrstvičky a následně se odpařuje [10]. 
 
2.1.3 Fyzikálně chemické faktory 
2.1.3.1 Vývoj nových pesticidů 
 V období vývoje je třeba určit toxikologické vlastnosti budoucího pesticidu, a to nejen 
akutní toxicitu, ale i možné dlouhodobé účinky na životní prostředí. Akutní toxicita se zjišťuje 
testováním zkoušených chemikálií na různých savcích, většinou krysách a myších. Toxicita se 
většinou udává hodnotou LD50, což je dávka potřebná k usmrcení 50% populace testovaných 
zvířat a vyjadřovaná počtem miligramů připadajících na 1 kilogram tělesné hmotnosti zvířete. 
Testovaná látka může být podávána orálně (ve zvířecí potravě), intravenózně (formou injekcí) 
nebo ji lze nanést na kůži. Čím je hodnota LD50 menší, tím je chemikálie jedovatější. Toxicitu 
chemikálií lze tedy podle hodnot LD50 odstupňovat takto [1]: 
  Chemikálie    LD50 (mg kg
-1) 
      1. extrémně toxické 1  
      2. vysoce toxické  1       až     50 
      3. středně toxické                                         50      až    500 
      4. nepatrně toxické    500    až   5000 
      5. prakticky toxické 5 000 až 15 000 
      6. relativně toxické           >  15 000 
 V této souvislosti je velmi důležité dobře znát mechanismus pesticidního účinku.   
Má-li se daná chemikálie stát vhodným komerčním pesticidem, musí co nejméně poškozovat 
životní prostředí. Od objevení užitečných biocidních vlastností určité chemikálie do jejího 
uvedení na trh obvykle uběhne nejméně šest let. Se zpřísňováním testů, kterými musí 
zkoušené chemikálie procházet, se tato doba prodlužuje [1]. 
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2.1.3.2 Způsoby aplikace pesticidů 
 Úpravou se snažíme převést aktivní složku ve formu vhodnou pro použití (aplikaci), a to 
buď přímé ve formě granulí nebo aerosolových postřiků z originálních obalů, nebo nepřímé, 
po smíšení s vodou nebo jiným snadno dostupným kapalným rozpouštědlem. Úprava musí být 
taková, aby zaručovala co největší účinnost aktivní složky pesticidů. [1] 
 Většina pesticidů se aplikuje ve formě postřiků, kde jejich účinnost závisí na množství 
účinné toxické látky. 
 Fyzikální faktory mají pro účinnost pesticidů značný význam.  
 Při moření semen fungicidy získává na významu řada komerčních systémových fungicidů, 
např. carboxin.Některé insekticidy slouží jako mořidla k účinné ochraně semen, zvláště před 
květilkou obilnou [1].  
 
2.1.3.3 Způsob účinku pesticidů 
 Pesticidy lze velmi hrubě dělit na toxikanty s fyzikálními účinky  a toxikanty s účinky 
chemickými; v prvém případě není jasně určitelný nositel jedovatosti (toxofor), toxický 
účinek závisí na fyzikálních vlastnostech celé molekuly. Toxickými látkami s fyzikálními 
účinky jsou různé oleje, např. minerální oleje, které u hmyzu ucpávají (zaplavují) dýchací 
póry, což vede k rychlému udušení. Oleje také zvlhčují kutikulu hmyzu, hmyz je pak 
zachycen ve vodě působením povrchového napětí vody. Dusivý a zachycovací efekt se 
využívá k hubení larev moskytů vytvořením tenkého olejového filmu na povrchu vody, ve 
které se moskyti líhnou. Účinnost tohoto typu ošetření se zvyšuje přídavkem polyisobutylenu 
k oleji. [1]. 
 Má-li být pesticid účinný, musí proniknout na příslušné místo účinku do organismu. To 
platí i pro povrchové ochranné fungicidy. Obdobně musí kontaktní insekticidy proniknout 
kutikulou hmyzu a kontaktní herbicidy povrchem rostliny. Mnohem složitějším problémem 
při používání systémových pesticidů, které jsou v intimním styku s hostitelskou rostlinou, je 
fytotoxicita. 
 
 
Translokace chemikálií: 
a) Nejprve látka vstoupí do volného prostoru uvnitř tkání. Voda a roztoky se po 
proniknutí povrchem listů dostávají do mezibuněčného prostoru, tj. do té části rostliny, 
která difúzí komunikuje s okolním prostředím. Povrchová tkáň jednak řídí 
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odevzdávání vody rostlinou do okolí, jednak umožňuje řadě organických molekul ve 
formě vodných roztoků vstup do rostliny. Difúze vodného postřiku z povrchu listů do 
prázdného prostoru uvnitř listů probíhá pouze do té doby, dokud na listu zůstává 
nevyschlý kapalný film. Je-li limitujícím faktorem příjmu chemikálie rychlost 
odpařování filmu na povrchu listu, lze příjem látky zlepšit přídavkem zvlhčovadla. [1] 
b) Druhým stupněm je transport v xylému. Tkáň xylému je systém vodních cest, který 
komunikuje s okolím volnou difúzí. Převážná část vody a rozpuštěných minerálních 
látek je transportována od kořenů k listům přes neživý xylém, přičemž tento proces 
nevyžaduje metabolickou energii. [1] 
c) Transport ve floému. se uskutečňuje v živé části buněk a vyžaduje metabolickou 
energii. Chemikálie, které dospěly do xylému listů, jsou pak distribuovány do 
rostoucích tkání rostliny přes floém. [1] 
 
 Transporty b) a c) jsou uvnitř rostliny oddělené. Transport b) je pasivní, vyvolaný 
transpiračním proudem, avšak tím, že vyžaduje odpařování z povrchu listu. Takto lze též 
kontrolovat odpar z ponořeného povrchu. Transport c) je závislý na metabolické aktivitě a lze 
mu zabránit zásahy, které inhibují metabolismus nebo znehybňují floém. [1] 
 U některých chemikálií, bylo prokázáno, že jsou transportovány ve floému, zatímco jiné 
sloučeniny, se pohybují volněji a přecházejí od xylému do floému, což umožňuje, aby se 
rozptýlily do celé rostliny. Některé chemikálie jsou transportovány z listů přes floém do 
kořenů, odkud mohou být uvolněny do okolní půdy. Bazipetální transport je někdy výhodný 
pro ochranu před půdními houbami [1].  
 
2.1.3.4 Vliv vlastností půdy na účinnost pesticidů 
 Půda se tvořila postupným rozkladem skalnaté zemské kůry v průběhu miliónů let, přičemž 
z různých druhů hornin vznikaly půdy rozdílného charakteru. Skladba půdy významně 
ovlivňuje účinnost pesticidů, který na ní byl aplikován. Půda je dynamický systém obsahující 
mnoho anorganických i organických sloučenin, které se v důsledku chemických a 
mikrobiálních procesů neustále mění. Půda je velice heterogenní systém tuhých, kapalných a 
plynných složek. Tuhou fázi tvoří jemné částečky s velkým povrchem, který vysvětluje 
chování chemikálií v půdním systému. 
 Velký význam pro účinnost pesticidů mají i jejich vlastní fyzikálně chemické vlastnosti. 
Například rozpustnost ve vodě kolísá u různých pesticidů v širokých mezích. Rozpustnost je 
významným faktorem v procesu rozdělování pesticidů v půdě: velká rozpustnost usnadňuje 
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pronikání pesticidu do půdního roztoku a jeho prostup povrchovými vrstvami, na druhé straně 
však bývá poměrně často, zvláště po větších, příčinou vyplavení pesticidu z půdy [1]. 
 Jinou významnou fyzikální vlastností pesticidů je těkavost, která je značná u látek, jakými 
jsou karbamáty, zatímco močoviny a triaziny mají pouze nepatrnou těkavost. Některé 
pesticidy jsou tak těkavé, že se musí okamžitě zapracovávat do půdy, aby se nevypařily do 
okolní atmosféry dříve, než stačí zasáhnout proti škůdci. Má-li být látka účinným půdním 
fumigantem je velká těkavost podmínkou [1]. 
 Další důležitou fyzikálně – chemickou vlastností pesticidu je rozměr a tvar molekuly. 
 Neméně důležitým faktorem je vyluhování pesticidů z půdy, které je rovněž zčásti řízeno 
adsorpcí. Vyluhování je určující pro distribuci látek v biofázi, protože rostliny a 
mikroorganismy nemohou přímo přijímat látky adsorbované na půdních koloidech. Adsorpce 
na půdních koloidech je v rovnováze s desorpcí sloučeniny do půdního roztoku [1]: 
                                                       absorpce 
pesticid v půdním roztoku  ‹--------
---------›pesticid absorbovaný na půdních koloidech 
                                                                                  desorpce 
2.1.4 Důležité biochemické reakce 
2.1.4.1 Transport látek biologické pochody v rostlině 
 Kořenový systém rostlin absorbuje vodu a minerální látky z půdního roztoku. Kořen má 
dva typy vodivých pletiv, xylém a floém. Xylém zabezpečuje vedení vody rostlinou, probíhá 
od konečků kořene až do žilek listů a je vyplněn nepřerušeným sloupcem vody. Voda a 
minerální látky jsou rozváděny od kořenů vzhůru k ostatním částem rostliny transpiračním 
proudem. Pohyb vody je způsoben převážně odpařováním vody z povrchu listů, čímž se 
snižuje tlak v žilkách listů a zároveň je kořeny nasáto další množství vody. Kořenový vztlak 
je mohutný a může dosáhnout 10-ti násobku až 20-ti násobku normálního tlaku, takže voda je 
snadno transportována proti silám zemské přitažlivosti [1]. 
 
2.1.4.2 Metabolismus 
Fyzikální faktory 
 Z fyzikálních činitelů uplatňujících se při degradaci pesticidů jsou nejdůležitější světlo a 
teplo. Zejména fotolýza reziduí probíhající na povrchu listů, půdy v atmosféře či ve vodním 
prostředí představuje pro řadu z nich jeden z nejvýznamnějších procesů vedoucích k eliminaci 
z prostředí. Důležitou roli spolu se singletovým kyslíkem hrají reaktivní hydroxylové, 
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superoxidové a další volné radikály vznikající při fotochemických reakcích. 
 Nejvýznamnější reakcí, které pesticidy v prostředí podléhají je hydrolýza, která je zvláště 
rychlá při extrémních hodnotách pH [3].  
 
Biologické faktory 
 Pokud jde o biologické činitele, jsou to především mikroorganismy (různé druhy bakterií, 
plísní a aktinomycet), které se podílejí na degradaci pesticidů v půdě a ve vodném prostředí. 
V zásadě se dají rozlišit dva druhy degradativních dějů [1]:  
 - kometabolismus, kdy se biotransformace pesticidu se odehrává běžnými metabolickými 
ději probíhajícími v mikrobiální buňce 
 - katabolismus, kdy se pesticid pro daný mikroorganismus stává ve skutečnosti substrátem, 
resp. zdrojem uhlíku či dusíku (s adaptací na dané xenobiotikum se lze setkat při opakované 
expozici zvláště u bakterií). 
 Biodegradace pesticidů ovšem probíhá i v exponovaných rostlinách a živočiších, ať již 
v cílových či necílových. Vznikající produkty se tak mohou nacházet i v potravním řetězci 
člověka. Zejména obratlovci, a z nich především ptáci a savci, disponují aktivními 
enzymovými systémy schopnými xenobiotika účinně degradovat. [1] 
 K aktivaci ochranných mechanismů dochází při průniku dané škodliviny do organismu. 
Rychlost penetrace škodlivin a jejich distribuce v organismu, stejně jako rozsah detoxikačních 
či eliminačních mechanismů, jsou ovšem podmíněny anatomickými, fyziologickými, 
biochemickými a dalšími faktory. [1] 
 Biotranstormační fáze I typicky zahrnuje změny katalyzované hydrolasami a oxidasami, při 
kterých jsou do molekuly mateřské sloučeny nově zavedeny polárné funkční skupiny nebo 
štěpením části původní molekuly takovéto skupiny vzniknou. 
 Vznikající primární metabolity často dále vstupují do sekundárních reakcí fáze II, kde 
dochází k jejich konjugaci s malými polárními endogenními molekulami za vzniku produktů, 
které lze snadno z organismu vyloučit. [1] 
 
Vliv technologických operací a kulinárních úprav 
 Procesy používané při průmyslovém zpracování zemědělských plodin či při jejich 
domácích kulinárních úpravách mají vesměs výrazný vliv na hladiny reziduí ve finálních 
produktech. Nastat obecně mohou následující změny [3]: 
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• výrazný pokles hladiny reziduí v důsledku jejich degradace, těkání či díky selekci 
jedlého podílu s nižším obsahem reziduí (odstranění nejedlého podílu obsahujícího 
vyšší množství reziduí) 
• zkoncetrování rezidua v daném podílu (při nerovnoměrné distribuci reziduí ve výchozí 
komoditě, nebo při vyšší afinitě k dané frakci) 
• tvorba toxických degradačních produktů (z relativně netoxických prekurzorů). 
 Znalosti o vlivech způsobujících snížení čí zvýšení hladin reziduí pesticidů v surovině a 
finálním potravinářském produktu jsou velmi důležité, neboť při odhadu zdravotních rizik 
vyplývajících z dietární expozice reziduím je nutné uvažovat formu, ve které se daná 
poživatina konzumuje. Ve většině případů vedou níže diskutované procesy ke snížení a často i 
k úplnému odstranění reziduí. Z tohoto důvodu mohou často být odhady obsahu pesticidů 
v dietě, vycházející z údajů odpovídajících nezpracovaným zemědělských komoditám, značně 
nadhodnoceny. 
 
Sušení  
 Při sušení může za určitých okolností dojít k zkoncentrování reziduí v důsledku zvýšení 
podílu sušiny v produktu. U těkavých pesticidů lze ovšem očekávat ztráty povrchových 
reziduí. Při sušení na slunci může dojít i k fotolýze přítomných škodlivin. Dehydratace 
sublimačním sušením ke snížení hladin reziduí běžně nevede [3].  
 
Mletí  
 Aktivní složky pesticidních přípravků používaných k ošetření obilí v posklizňovém období 
se nacházejí hlavně v povrchových vrstvách zrn. Hladiny přítomných reziduí bývají proto 
nejvyšší v otrubách. Koncentrační faktory často používaných organofosforových insekticidů, 
případně rezidua syntetických pyrethroidů, tak dosahují hodnot v rozmezí 2 – 4. U výrobků 
z celozrnných mouk je ovšem riziko výskytu reziduí vyšší než u bílých produktů. Loupání 
rýže běžně odstraňuje až 90% reziduí [3]. 
 
2.2 Fungicidy 
 Většina dosavadních komerčních přípravků patří do skupiny fungicidů kontaktních, neboli 
povrchových. Obvykle se aplikují ve formě postřiku na listy rostlin, nepronikají podstatněji 
rostlinnou kutikulou a nejsou uvnitř rostliny rozváděny. Naproti tomu novější, systemické 
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fungicidy, nazývané někdy rostlinná chemoterapeutika, jsou absorbovány kořeny, listy nebo 
semeny a rozváděny do ostatních částí rostlin. Většina patogenních hub proniká kutikulou a 
pak rozvětvenými vlákny do ostatních tkání rostliny. [1] Má-li tedy fungicid potřít houbovou 
infekci, musí v případě kontaktních fungicidů dojít k jeho aplikaci dříve, než se spory hub 
uchytí na rostlině. Některé druhy hub, např. padlí, se omezuje na povrch listů a v takovém 
případě mohou mít povrchové fungicidy i léčebný (eradikativní) účinek. 
 Má-li být nějaká chemikálie účinným ochranným fungicidem, musí splňovat tyto 
požadavky [1]: 
a) musí mít velmi malou fytotoxicitu, aby aplikací nebyla příliš poškozena hostitelská 
rostlina, 
b) musí být fungitoxická sama o sobě nebo musí mít schopnost přeměnit se v účinný 
fungitoxikant uvnitř spór hub a musí působit rychle, aby houbová infekce neměla čas 
proniknout rostlinnou kutikulou, 
c) fungicid musí být schopen proniknout do spor nebo jiné části houby a dospět 
k vlastnímu místu svého účinku v houbě, 
d) jelikož se zemědělské ochranné fungicidy aplikují ve formě postřiku na list, musí být 
schopné vytvořit přilnavé úsady, odolávající po dlouhou dobu vlivům počasí. 
 Většina ochranných fungicidů má na houby přímý toxický účinek, což se projevuje  
i účinným potlačením klíčivosti spór hub při testech in vitro. Fungicidy se mohou aplikovat 
na listy, plody nebo semena ve formě postřiků. Postřikovat lze roztokem, jemnou emulzí nebo 
suspenzí aktivní látky, přičemž jemnější částečky jsou při potírání choroby účinnější. 
Souvislejší pokrytí povrchu se dosáhne malými kapičkami postřiku, které pomaleji stékají, ale 
při příliš jemném postřiku vznikají zase značné ztráty odparem. Většina fungicidních 
formulací obsahuje emulgační nebo dispergační přísady, někdy též „nanášedla“, která jsou 
zvlášť užitečná při aplikaci na povrch voskovitých listů. Nanášecí a rozprostírací vlastnosti 
postřiku jsou důležitým faktorem určujícím přilnavost suchého nánosu, na níž z velké části 
závisí perzistence ochranného fungicidu. Fungicid ve formě suchého nánosu na listu musí být 
stálý k fotochemické oxidaci, hydrolýze a účinkům oxidu uhličitého. Nestálost na slunečním 
světle je pravděpodobně příčinou toho, že chloranil je ve srovnání s mnohem stálejším 
dichlonem neúčinný listový fungicid. V některých případech ovšem mohou být produkty 
rozkladu účinnější než původní sloučeniny; např. fungistatický nabam se oxiduje na povrchu 
listů na aktivní fungicid. [1] 
2.2.1 Rozdělení fungicidů 
 Fungicidy jsou rozsáhlá třídy pesticidů zahrnující látky s rozličným chemickým složením. 
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Následují tabulka ukazuje přehled užívaných typů fungicidů:  
 
Tabulka č. 1 Fungicidy [10] 
Fungicidy: 
Fungicidy na bázi mědi Sulfamidy 
Fungicidy na bázi síry CAA fungicidy 
Karbamáty Amidy 
Aromatické uhlovodíky Anilinopyrimidiny 
Ftalamidy 
QoI fungicidy, především 
strobiluriny 
Dicarboximidy Inhibitory syntézy sterolů 
 
2.2.2 Strobilurinové fungicidy 
2.2.2.1 Vývoj strobilurinů 
 Strobilurinové pesticidy jsou poměrně nová skupina fungicidů. Representují důležitou 
skupinu zemědělských fungicidů s novým způsobem účinku. Patří do širší skupiny látek, tzv. 
QoI fungicidů (Quinone outside inhibitors). Do této skupiny patří ještě další fungicidní látky 
representované fenamidonem (oxazoline – diony) a famoxadonem (imidiazoliny). První 
patenty a výzkumy strobilurinů – azoxystrobinu, resp. kresoxim-methylu byly ohlášeny v roce 
1992 firmami ICI (nyní část firmy Syngenta) a BASF. Do komerčního užívání se tyto látky 
dostaly v roce 1996, vyráběné firmami Syngenta (azoxystrobin)  a BASF (kresoxim-methyl). 
Krátce po ohlášení prvních patentů se o tuto skupinu látek začaly zajímat i ostatní firmy. 
V současné době je registrováno 9 komerčně používaných strobilurinových pesticidů. [12] 
                    
Azoxystrobin                                                                 Kresoxim - methyl 
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Metominostrobin                                                               Trifloxystrobin 
 
 
                                           
Pyraclostrobin                                                                 Picoxystrobin 
 
 
 
                                                   
Dimoxystrobin                                                              Fluoxastrobin 
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Orysastrobin 
Obrázek 1 : Strobilurinové pesticidy 
 
 První strobiluriny byly izolovány z dřevokazných hub z nichž především jedna – 
Strobilurus tenacellus - poskytovala dobré výsledky. Tyto dřevokazné plísně produkují 
fungicidní látky jako ochranu před mikroorganismy (především nižší houby), které by jim 
vytvářely konkurenci, v kazícím se dřevě. Název strobiluriny byl přejat právě z názvu houby 
Strobilurus tenacellus, protože byla také jedním z prvních zdrojů poskytujících  tyto látky - 
přírodní β-metoxyakryláty, z nichž nejjednodušší jsou strobilurin A a oudemansin A. Přírodní 
produkty byly nevhodné jako zemědělské fungicidy, ale znalost jejich struktury a vlastností 
vedla k  „vylepšování“ a vytváření různých modifikací původních látek, které měly horší 
účinek a často selhávaly působením slunečního světla na povrchu listu.  
 Azoxystrobin a picoxystrobin obsahují methyl β-metoxyakrylátovou skupinu přírodních 
fungicidů, zatímco ostatní obsahují modifikované toxophory.[22]  
 V nedávné době firmy DuPont a Aventis objevily famaxadone a fenamidon, fungicidy které 
jsou strukturně odlišné od strobilurinů, ale mají stejný účinek. 
 Podle údajů z roku 1999 činil zisk z prodeje strobilurinových pesticidů $600 milionů, což 
představovalo 10% z celkového objemu zisků z prodeje všech fungicidů. Obrovský nárůst 
strobilurinů v zemědělství lze ilustrovat na azoxystrobinu, který byl do roku 1999 registrován 
v 71 zemích pro užití 84 různých plodin, proti 400 onemocněním plodin. Nejčastějšími 
plodinami, na něž se užívá azoxystrobin jsou obilniny, vinná réva, ovocné plodiny, zelenina a 
arašídy.[22] 
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Strobilurin A                                                                       Oudemansin A 
Obrázek 2 : Jednoduché přírodní strobiluriny 
 
2.2.2.2 Toxikologický profil 
 Strobilurinové pesticidy jsou považovány, za poměrně bezpečné pro ptáky, savce, včely, 
červy a prospěšný hmyz. Některé z těchto látek jsou však označené mezinárodními 
agenturami pro ochranu životního prostředí (např. EPA) jako mírně rizikové. To znamená, že 
mohou znamenat riziko pro lidské zdraví a potenciálně ohrozit životní prostředí. V českém 
právním řádu je toto ošetřeno vyhláškou č. 400/2006 Sbírky zákonů.  
 Při laboratorních studiích, které se prováděli při registraci jednotlivých strobilurinů se 
prokázalo, že jsou relativně toxické pro vodní organismy. Prokázalo se, že vzrůstající 
lipofilitou sílí i účinek na vodní organismy. [22] 
 
 
Tabulka č. 2 Rezidua pesticidů [22] 
CAS Název pesticidu 
Rezidua 
pesticidů 
vyjádřená jako 
MLR pro 
ječmen 
[ mg. kg-1 ] 
MLR pro chmel 
[ mg. kg-1 ] 
131860-33-8 azoxystrobin azoxystrobin 0,3 20 
143390-89-0 kresoxim-methyl kresoxim-methyl 0,05 0,1 
117428-22-5 picoxystrobin picoxystrobin 0,05 0,05 
141571-21-7 trifloxystrobin trifloxystrobin 0,3 30 
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2.2.2.3 Mechanismus účinku 
 Strobiluriny inhibují mitochondriální respiraci v houbě. Váží se na Qo centrum na 
cytochromu b a blokují přenos elektronů mezi cytochromem b a cytochromem c1. To má za 
následek zastavení produkce ATP a přerušení energetického metabolismu houby. Obecně 
strobiluriny poskytují vysoký stupeň účinku proti širokému spektru fytopatogenních hub. 
Jedním z důvodů jejich úspěchu je, že poskytují kontrolu nad všemi třídami houbových 
patogenů a to třídy: Ascomycetes, Basidiomycetes, Deuteromycetes a Oomycetes. Například 
azoxystrobin umožňuje kontrolovat patogeny, na jejichž kontrolu se dříve používala směs 
dvou nebo i více fungicidů. Nicméně ne všechny strobiluriny lze aplikovat na všechny 
plodiny. Například metominostrobin byl Shionogi vyvinut k užití speciálně na rýži, podobně 
kresoxim-methyl a trifloxystrobin neposkytují kontrolu na celé spektrum patogenů,   jsou 
relativně slabé v účinnosti proti rzem. [22] 
 
 
Obrázek č. 3: Schéma mitochondriální respirace 
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 Strobiluriny mají kontaktní, translaminární a některé účinné látky i systemickou účinnost 
(azoxystrobin). Pokud jsou systemické, v rostlině se pohybují akropetálně. Působí preventivně 
i kurativně. U některých se část účinné látky bezprostředně po aplikaci ukládá do voskového 
povlaku rostlinných částí (lipofilie), kde nezávisle na teplotě a dešti vytváří trvalou ochranu 
proti dešti a infekcím a je odolná proti smyvu srážkami. Z voskové vrstvy a povrchu rostlin 
postupuje účinná látka na druhou stranu listů, čímž je zajištěna ochrana i nepřímo ošetřených 
částí. Dalším způsobem účinku je odpar z povrchové vrstvy na sousední část rostlin. Účinné 
látky působí preventivně i kurativně. [22] 
 
 
 
Obrázek č. 4: a) Aplikace fungicidu b) kontaktní ochrana – kapičky dopadají na povrch, 
kde se ukládají c) translaminární účinek – kapičky vstupují do tkáně listu a putují v ní – 
ochrana i neošetřených míst d) systémová (akropetální) účinnost – účinná látka putuje 
z nižších částí k vrcholovým e) preventivní ochrana d) kurativní ochrana 
 
           a)                               b)                                c)                                d) 
 
 
               e)                                      f) 
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2.2.2.4 Přípravky 
V následující tabulce jsou uvedeny obchodní názvy přípravků registrovaných v ČR, jejichž 
účinnou látkou je strobilurin. Seznam je aktuální k 12.12. 2007. Spolu s přípravky jsou 
uvedeny i držitelé rozhodnutí o registraci. Hlavní podíl na trhu zabírá firma Syngenta 
Limited.[12]. 
 
 
Tabulka č. 3 Přehled přípravků [12] 
Obchodní jméno přípravku Registrant přípravku Název účinné látky 
Amistar Syngenta Limited Azoxystrobin 
Heritage Syngenta Limited Azoxystrobin 
Ortiva Syngenta Limited Azoxystrobin 
Quadris Syngenta Limited Azoxystrobin 
Quadris MAX Syngenta Limited Azoxystrobin 
Discus BASF Kresoxim – methyl 
Juwel BASF Kresoxim – methyl 
Juwel TOP BASF Kresoxim – methyl 
Acanto Syngenta Limited Picoxystrobin 
Acanto Prima DuPont Picoxystrobin 
Sfera 267,5 EC Bayer Trifloxystrobin 
Zato 50 WG Bayer Trifloxystrobin 
 
2.3 Ječmen, slad, pivo 
2.3.1 Ječmen  
V České republice se pěstují 2 typy ječmene. Pro pivovarnictví má větší význam jarní ječmen, 
proto je mu i v této práci je věnována větší pozornost.  
 Jarní ječmen je v České republice v posledních letech pěstován na výměře kolem 400 tis. ha 
a je po ozimé pšenici druhou nejmasovější plodinou. Tomu odpovídá i jeho ekonomický 
význam. Na výrobu sladu se zpracovává kolem třiceti procent celkové sklizně jarního 
ječmene, asi sedmdesát procent zrna se používá ke krmení a jen velmi malé množství pro 
potravinářské využití. Vzhledem ke krátké vegetační době, slabšímu kořenovému systému a 
své biologické povaze ječmen citlivě reaguje na stresové podmínky všeho druhu a tedy i na 
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každou pěstitelskou chybu. Pěstování jarního ječmene je možné ve všech výrobních 
oblastech, ovšem kvalitní sladovnický ječmen je možno vyprodukovat pouze v oblastech 
nejvhodnějších, tj. v Polabské nížině, nižších polohách Středočeské pahorkatiny a na střední 
Moravě, především na Hané. Ostatní oblasti jsou pro pěstování sladovnického méně příznivé 
a rizikovější z pohledu dosažení vysoké sladovnické jakosti. Nároky ječmene na teplotu a 
vláhu nejsou velké, ale zato má vysoké nároky na půdu, protože 90% jeho kořenů se nachází 
v hloubce do 30 cm. Nejvhodnějšími půdami jsou černozemě, hnědozemě, dále pak hlinité, 
jílovito-hlinité a písčito-hlinité půdy. Důležitá je půdní kyselost, která by v řepařské oblasti 
měla mít pH v rozmezí 6,2 - 7,2, v bramborářské oblasti 5,8 - 6,2. Nevhodné jsou půdy se 
zhutněným podorničím [16]. 
 TOLAR polopozdní, středně vysoká až vysoká odrůda, zrno je středně velké až velké, 
předností je vysoký a stabilní výnos ve všech výrobních oblastech, pěstitelská rizika nemá, je 
plastická s tolerancí k pěstování po obilovině, má velmi dobrou odolnost hnědé skvrnitosti.. 
Registrace : 1997           Zástupce v ČR : INNOSEEDS, s.r.o. [31] 
 JERSEY polopozdní, středně vysoká odrůda sladovnického typu se špičkovou kvalitou, 
velmi dobrý zdravotní stav, dobrá odolnost proti padlí, rzi ječné a hnědým skvrnitostem, 
vysoká výtěžnost předního zrna, odrůda vhodná do všech oblastí.  
Registrace : 2000          Zástupce v ČR : INNOSEEDS, s.r.o. [31] 
  MALZ polopozdní odrůda, rostliny středně vysoké, střední odolnost proti poléhání, zrno 
středně velké, výtěžnost předního zrna vysoká, nižší odolnost napadení padlím travním, 
střední odolnost rzi ječné a hnědé skvrnitosti. 
Registrace : 2002         Zástupce v ČR : INNOSEEDS, s.r.o. [31] 
 PRESTIGE poloraná až polopozdní odrůda, rostliny středně vysoké, střední odolnost 
poléhání, zrno velké, výtěžnost předního zrna vysoká, odolná proti napadení padlím travním, 
středně odolná napadení rzí ječnou, méně odolná napadení hnědou skvrnitostí. 
Registrace : 2002          Zástupce v ČR : Selekta a.s. [31] 
 SEBSTIAN polopozdní odrůda, vysoký výnos ve všech oblastech, rostliny nízké, střední 
odolnost poléhání, zrno středně velké, výtěžnost předního zrna středně vysoká až vysoká, 
střední odolnost proti napadení padlím travním, střední odolnost proti napadení komplexem 
hnědých skvrnitostí. 
Registrace : 2005           Zástupce v ČR : Selgen, a.s. [31] 
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2.3.1.2 Složení ječmene 
Ječmen obsahuje především cukry, bílkoviny, tuky a minerální látky.[24] 
 Tabulka č. 4: Složení obilky 
 Obilka  
Sacharidy (%) 
Škrobnaté(%) 
Neškorobnaté(%) 
Nízkomolekulární(%) 
60-65 
 
73-83 
13-17 
2-2,5 
Tuky (%) 3,5 
Fosfáty (%) 0,9 
Polyfenoly (%) 0,1-,9 
Bílkoviny (%) 9,5-11,9 
Minerální látky (%) 2 
 
2.3.2 Slad 
 Slad je název pro naklíčené a usušené obilné zrno, převážně ječmenné. Výroba sladu se 
nazývá sladování a děje se ve sladovnách [15]. 
Slad je jedna ze základních surovin pro výrobu piva a whisky. Sladování se provádí proto, 
aby se rozštěpily v sladu uložené polysacharidy na jednoduché sacharidy vhodné ke kvašení 
[15]. 
2.3.2.1 Druhy sladu 
Následující rozdělení sladů je podle barvy [15]: 
• světlý – neboli plzeňský slad s nejsvětlejší barvou určený převážně pro výrobu 
světlých piv plzeňského typu 
• bavorský – takzvaně polotmavý slad určený pro mírné dobarvení světlých piv či k 
výrobě piv polotmavých a tmavých 
• karamelový – velmi tmavý slad 
• barevný – v podstatě pražený slad, který je přidáván jen pro tmavší barvu výsledného 
moku 
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2.3.2.2 Sladování 
 Sladování je několikadenní proces probíhající ve sladovnách. Dnes se nejčastěji sladuje ve 
velkých poloautomatických sladovnách. Dříve byla sladovna v každém pivovaru [15].  
 Nejdříve je třeba zrno namočit tak, aby obsahoval tolik vody (máčení), kolik je potřeba ke 
klíčení. Toto se děje v tzv. náduvníku. Následně je mokré zrno rozprostřeno do cca 10 cm 
vysokých vrstev na tak zvaná humna, což jsou chladné klenuté místnosti bez přístupu denního 
světla. Zde se nechají zrna po dobu několika dní (cca 6 – 7) za neustálého obracení vyklíčit. 
[15] 
 Když je zrno dostatečně naklíčeno, je shrnuto a přemístěno na hvozd, kde dochází k jeho 
sušení. Teplotou a délkou sušení je ovlivněna barva a další vlastnosti sladu. [15] 
 Po hvozdění je slad zbaven klíčků, rozemlet (zrno je rozdrceno do té míry, aby byl obsah 
přístupný při nastírání na varně, ale zůstaly zachovány pluchy pro scezování). [15] 
 
2.3.3 Pivo  
 Pivo je kvašený, slabě alkoholický nápoj vyráběný v pivovaru z obilného sladu, vody a 
chmele pomocí pivovarských kvasinek. [15] 
Podle českých předpisů se pivem rozumí: pěnivý nápoj vyrobený zkvašením mladiny 
připravené ze sladu, vody, neupraveného chmele, upraveného chmele nebo chmelových 
produktů, který vedle kvasným procesem vzniklého alkoholu (ethanolu) a oxidu uhličitého 
obsahuje i určité množství neprokvašeného extraktu ( § 11 písm.a vyhlášky č. 335/1997 Sb.). 
Nejtypičtější druhy světlého piva v Česku jsou piva výčepní, tj. piva z ječných sladů s 
extraktem původní mladiny 8–10 % hmotnostních, a piva ležáky, tj. piva z ječných sladů s 
extraktem původní mladiny 11–12 % hmotnostních. [15] 
Dalšími druhy piv je pivo tmavé (z tmavého nebo karamelového sladu), řezané (při stáčení 
smíšené z tmavého a světlého piva), lehké (do 7 % extraktu původní mladiny), speciální 
(extrakt původní mladiny 13 % a výše), porter (tmavé pivo s extraktem původní mladiny 
18 % a více), pšeničné, kvasnicové (vzniklá přidáním rozkvašené mladiny do hotového piva 
při stáčení), nealkoholické, ochucené a další. Kategorie piva je povinným údajem při označení 
piva při prodeji [15]. 
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2.4 Analytické metody 
 Princip plynové chromatografie 
 Plynová chromatografie je fyzikálně-chemická metoda dělění plynů a par využívajících 
rozdělování složky mezi dvě nestejnorodé fáze, nepohyblivou (stacionární) a pohyblivou 
(mobilní), přičemž pohyblivou fází je plyn. Stacionární fází může být: 
Pevná látka – chromatografie plyn-pevná látka, separace vzorku je závislá na adsorpčních 
vlastnostech stacionární fáze a vlastnostech nosného plynu. 
Kapalina – chromatografie plyn-kapalina, separace vzorku je závislá na rozpuštění složky ve 
stacionární fázi, kapalina tvořící stacionární fázi je nanesena ve formě tenkého filmu na 
vhodném nosiči s velkým povrchem. 
 2.4.1 Plynová chromatografie  
 Vzorek se dávkuje do proudu plynu, který jej dále unáší kolonou. Proto se mobilní fáze 
nazývá nosný plyn. Aby vzorek mohl být transportován, musí se ihned přeměnit na plyn. V 
koloně se složky separují na základě různé schopnosti poutat se na stacionární fázi. Složky 
opouštějící kolonu indikuje detektor. Signál z detektoru se vyhodnocuje a z časového průběhu 
intenzity signálu se určí druh a kvantitativní zastoupení složek.  
 Pro nutnost přeměny analytů v plyny můžeme separovat takové látky, které mají dostatečný 
tlak syté páry, jsou tepelně stálé a mají relativní molekulovou hmotnost menší než 1000. 
Obecně může být plynová chromatografie použita k separaci plynů, většiny 
nedisociovatelných kapalin a pevných organických molekul a mnoha organokovových látek. 
Není použitelná pro separaci makromolekul, organických a anorganických solí. Častým 
postupem je chemická změna analytů nevyhovujících vlastností na deriváty, které mohou být 
v analýze plynovou chromatografií použitelné. [4] 
 
Obrázek č. 5: Schéma plynového chromatografu [25] 
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Plynový chromatograf  
 Zdrojem nosného plynu je talková láhev obsahující vodík, dusík, helium nebo argon. Druh 
plynu je určen jeho úkolem unášet vzorek kolonou a potřebou inertního chování vůči jeho 
složkám. Proto nemá přímý vliv na separaci. Při volbě plynu také hraje roli potřeba 
netoxicity, bezpečnosti práce a nižší ceny [4].  
 Čisticí zařízení zachycuje vlhkost a nečistoty v nosném plynu. Zbavuje nosný plyn 
nežádoucích stop ostatních plynů. Zejména odstraňuje stopy reaktivních kyslíku, který 
nevratně poškozuje stacionární fázi v koloně [4]. 
 Regulační systém zajišťuje stálý nebo programově se měnící průtok nosného plynu [4]. 
 Elektronickou regulací lze docílit stanoveného průtoku i při změnách teploty během 
separace [4]. 
 Dávkovač slouží k zavedení vzorku do proudu nosného plynu. Technika dávkování musí 
zajistit odpaření vzorku v co nejkratším čase [4] 
 Roztoky dávkujeme injekčními stříkačkami (0,1 – 10 µl) přes pryžové septum. Hovoříme o 
nástřiku vzorku [4].  
Známe různé metody nastřikování [4]: 
 Nástřik do kolony (on column) je základní metodou u náplňových kolon. Dávkuje se 1 až 
10 µl vzorku. Je preferován i pro kapilární kolony větší světlosti (od průměru 0,25 mm). 
 Nástřik pomocí děliče toku (split injection): tenčí kapilární kolony mají malou kapacitu, 
proto se zejména u koncetravaných vzorků musí pomocí děliče toku (splitter) jeho část s 
nosným plynem oddělit. Do kolony se dostává jen definovaný zlomek nastřikovaného 
množství ( zpravidla 0,1 – 10 %).  
 Nástřik bez děliče toku (splitless injection). Metoda je vhodná pro relativně velké objemy 
( 0,5 – 5 µl ), které je nutno použít pro stopovou analýzu.  
 Kolona je část chromatografu, ve které je umístěna stacionární fáze. V koloně nastává 
separace složek. Kapilární kolony využívají jako nosiče fáze své vnitřní stěny. Vyrábějí se 
obvykle z taveného křemene. Vnitřní průměr kolon je v intervalu 0,1 – 0,6 mm, tloušťka 
filmu stacionární fáze 0,25 – 5 µm, délka 15 – 60 m. Kapacita průměr kolony dává možnost 
pojmout více vzorku. Použití menších průměrů kolon vede k vyšší účinnosti, ale nižší 
kapacitě. Užší kolony nemohou být tak dlouhé, protože by byl prodloužen čas separace. 
Kapilára je obalena polyamidovou vrstvou, která dává křehkému materiálu kolony pružnost a 
brání ho před zlomením. Kolonu chrání do teplot 350°C; termicky stabilnější hliníková vrstva 
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může být použita do 425°C ( maximální teplotu ale určuje stabilita zakotvené stacionární fáze 
a analytů ). [4] 
 Detektor slouží k detekci látek v nosném plynu (signalizuje nám jejich přítomnost). 
Vyhodnocovací zařízení zpracovává signál z detektoru, zakresluje chromatografickou křivku 
(chromatogram) a provádí její vyhodnocení. [4] 
 Termostat zajišťuje dostatečně vysokou teplotu dávkovače, kolony a detektoru, aby byl 
vzorek udržen v plynném stavu. Dávkovač a detektor mají zpravidla vlastní řízené zahřívání. 
Teplota kolony se proto může programově měnit, když zpravidla po určitém izotermickém 
úseku se zvyšuje na další hodnotu rychlostí 30 – 40 °C / min. Běžně pracujeme při teplotách 
50 – 300°C [4]. 
 Nosný plyn z kolony protéká detektorem, který reaguje na přítomnost analytu a vysílá 
signál, jenž je zaznamenáván v závislosti na čase. Musí mít dostatečnou citlivost (nízký 
detekční limit) a jeho odezva by měla být lineární funkcí obsahu analytu.. Důležitým 
požadavkem je vysoká selektivita pro stanovované analyty. Nejpoužívanější jsou tepelně - 
vodivostní detektor, plamenový ionizační detektor a detektor elektronového záchytu. 
 Tepelně-vodivostní detektor (Thermal Conductivity Detector – TCD) je typem 
univerzálního detektoru. Nosný plyn proudí přes vlákno žhavené stálým elektrickým proudem 
a ochlazuje je na určitou teplotu. Přítomnost složky změní tepelnou vodivost prostředí kolem 
žhaveného vlákna, a tím jeho teplotu a elektrický odpor. Obvykle se pracuje se dvěma 
žhavenými vlákny [4].  
 Plamenový ionizační detektor (Flame Ionization Detector – FID): molekuly plynu se 
ionizují v kyslíkovodíkovém plameni a vedou ionizační proud mezi elektrodami. Nosný plyn 
se před vstupem do hořáku mísí s vodíkem, vzduch je přiváděn z vnějšku. Přítomnost složky 
zvýší ionizaci a elektrický proud se zvětší. Detektor je velmi citlivý. Detekční limity jsou v 
pikogramech analytu. Jako nosný plyn se hodí nejlépe dusík, ale použitelné jsou i ostatní 
nosné plyny. Detekuje prakticky vše, s výjimkou anorganických par a plynů (necitlivost na 
vodu sice nabízí možnost jejího použité jako rozpouštědla, ale voda snižuje odezvu detektoru 
a může až zhasnout hořák) [4]. 
 Plamenový ionizační detektor s alkalickým kovem (AFID) obsahuje v účinném prostoru 
sůl alkalického kovu. Ionty alkalického kovu se teplem kyslíkovodíkového plamene dostávají 
do plynné fáze, kde velmi ochotně reagují s heteroatomy organických látek, zejména fosforem 
a dusíkem [4].  
 Detektor elektronového záchytu (Electron Capture Detector – ECD): radioaktivní zářič 
63Ni svým zářením β ionizuje molekuly dusíku jako nosného plynu a vyvolává ionizační 
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proud. Uvolňují se pomalé elektrony, které zachycují elektronegativní atomy složek, a tím 
snižují ionizační proud. Velmi citlivý je tento detektor na halogenované sloučeniny. Citlivý je 
také na sloučeniny obsahující fosfor, kyslík, síru, olovo, nitrosloučeniny a areny. Může 
zachytit 10-12 mol analytu [4]. 
 Fotoionizační detektor (PhotoIonization Detector –PID). Ionizaci látek způsobuje 
ultrafialové záření. Vhodnou volbou vlnové délky ultrafialového záření se významně ovlivní 
selektivita detektoru. Ionizovány jsou organické látky, kyslík, amoniak, sulfan. Neionizují se 
některé anorganické plyny, například dusík, oxidy uhelnatý a uhličitý, helium a voda. Je 
nesmírně citlivý (100-krát více než FID) [4]. 
 Nezastupitelný význam má spojení plynového chromatografu s hmotnostním 
spektrometrem (MS). Nepostradatelné je spojení GC-MS tam, kde se provádějí identifikace 
neznámých složek směsí. Pro každou složku lze získat její hmotností spektrum a identifikovat 
ji porovnáním jejího spektra s knihovnou spekter sloučenin uloženou v počítači. 
 
2.4.2 Hmotnostní spektrometrie  
Princip metody 
Hmotnostní spektrometrie (Mass spektrometry – MS) je separační technika, která převádí 
vzorek na ionizovanou plynnou fázi a vzniklé ionty separuje podle hodnoty podílu jejich 
hmotnosti a náboje m/z. 
Základními kroky v této technice jsou [4]: 
• odpaření vzorku; 
• ionizace; 
• akcelerace iontů do hmotnostního analyzátoru; 
• separace iontů hmotnostním filtrem; 
• detekce iontů. 
 Při ionizaci molekuly složky dochází obvykle k těmto reakcím [4]: 
M → M+ + e-           ionizace molekuly a vznik molekulárního iontu o jednotkovém náboji 
M+ → A+ + m0         rozpad molekulárního iontu na fragmentový ion a elektroneutrální částici 
 Vysoké vakuum v zařízení (10-4 – 10-8 Pa) brání vzájemným kolizím částic v plynné fázi. 
Ve většině spektrometrů nastane reakce za vzniku iontů a po ní probíhá analýza. 
Hmotnostní spektrometry mohou být spojeny jako tandemové hmotnostní spektrometry 
(MS/MS). První reakce generuje ionty, z nichž se separuje požadovaný ion, ten se podrobí 
další reakci a z něj vzniklé ionty jsou analyzovány. 
 32 
 
Obrázek č. 6: Schéma hmotnostního spektorometru [25] 
Instrumentace 
 Běžný hmotnostní spektrometr obsahuje vstup vzorku, iontový zdroj, hmotnostní 
analyzátor a detektor. Ionizace vzorku nastává zpravidla nárazem prudce letících elektronů 
nebo je využita chemická ionizace, kdy ionty vznikají chemickou reakcí. 
 Vzorek je přiváděn do iontového zdroje v podobě páry. V iontovém zdroji je bombardován 
elektronovým svazkem. Vznikající kationy přicházejí do akcelerační komory. Tady jsou 
urychleny napětím 3 až 10 kV. Ionty hmotnosti m a náboje z jsou polem o napětí U urychleny 
na rychlost v. Získají kinetickou energii W. Urychlené kationty vstupují do magnetického pole 
o indukci B. Silové účinky magnetického pole působí pohyb iontu po kruhové dráze o 
poloměru r. Na ionty působí odstředivá a dostředivá síla, které jsou v  Detektor je umístěn 
tak, že na něj dopadají ionty při určitém poloměru. Mění-li se hodnota B, mění se poloměr 
dráhy iontů s různou hodnotou m/z. Daného poloměru dráhy, při kterém ionty dopadají na 
detektor, nabývají postupně částice s různým poloměrem m/z. 
 Hmotnostní analyzátory:  
Kvadrupólový analyzátor (Quadrupole – Q) obsahuje čtyři rovnoběžné tyčové elektrody. 
Na každou tyč je přiváděna stejnosměrná složka napětí (řádově stovky V) a současně složka 
radiofrekvenčního pole. Natavení hodnot veličin předurčují trajektorie drah, po kterých se 
mezi tyčemi budou pohybovat ionty s určitou hodnotou m/z. Ostatní ionty k detektoru 
neprojdou. Nastavení veličin kvadrupólu se postupně mění a detektor zachycuje ionty o 
různých hodnotách m z [4]. 
Hmotnostní analyzátor FT-ICR -. má navíc magnetický a elektrostatický sektor a nevyužívá 
základní plyn. Pracuje pod velmi vysokým vakuem. Dokonalost zařízení znamená jeho 
nároky na prostor, cenu a omezení využití pro špičková vědecká pracoviště [4]. 
 33 
Hmotnostní spektrometry TOF-MS (Time Of Flight) jsou nejjednodušší a nejrychlejší 
hmotnostní spektrometry. Celý vzorek iontů je akcelerován najednou. Všem iontům se 
dodává stejná energie. Ionty vstupují do evakuované letové trubice 1 – 2 m dlouhé. Má-li ion 
s nižší hmotností stejnou kinetickou energii jako ion s vyšší hmotností, musí mít vyšší 
rychlost. Na konci letové trubice je detektor. Na detektor dopadají postupně ionty od 
nejlehčích po nejtěžší. Zařízení má velký rozsah měřených hmotností, vysokou citlivost, za 
okamžik změří ionty všech hmotností. Je jednoduché má relativně detekční limity, není příliš 
univerzální. Používá se běžně v analýzách DNA sekvencí, při identifikaci proteinů, určování 
molárních hmotností a pro získávání strukturních informací o velkých molekulách [4]. 
 Detektory iontů [4]: 
Iontové detektory převádějí proud dopadajících iontů na proud elektronů. 
Faraday cup je jednoduchý detektor, který tvoří konverzní elektroda (dynoda) miskovitého 
tvaru. Elektroda má povrch z BeO nebo GaP. Dopad iontu způsobí vyražení elektronu z 
povrchu. Elektron dopadá na anodu. Vzniklý elektrický proud je zesílen zesilovačem. Šum 
zesilovače omezuje citlivost tohoto druhu detektorů. 
Elektronové násobiče obsahují další elektrody. Elektrody zesilují elektronový proud 104 až 
108 krát. Dnes se většina elektronových násobičů konstruuje jako zužující se trubice, do jejíž 
širší části dopadají ionty. Potenciál tohoto konce je negativní až -3 kV a postupně klesá k nule 
směrem k úzkému konci, který je uzemněn. Ion vyrazí elektron. Elektron dopadá na místo s 
méně negativním potenciálem a vyrazí další elektrony. Signál se dalšími nárazy elektronů 
zvětšuje. Zesílený proud elektronů je veden do zesilovače a je vyhodnocován. 
Pro svou vysokou citlivost je tento detektor velmi oblíben, přestože jeho životnost je jen asi  
1 rok. 
Detektor s konverzní dynodou a fotonásobičem mění v konverzní elektrodě náraz iontu na 
vyražený elektron. Ten dopadá na fosforescenční stínítko a vyráží foton. Foton je zachycen 
fotonásobičem. Tyto detektory jsou rovněž velmi citlivé a jejich životnost je výrazně vyšší 
(asi 5 let). 
 Hmotnostní spektrum [4]: 
Jako hmotnostní spektrum označujeme závislost relativní intenzity iontového proudu na 
podílu m/z. Relativní intenzita nejintenzivnějšího iontového proudu je 100 %. 
 Hmotnostní spektrometrie je všestranná, rychlá a citlivá analytická metoda, která je často 
využívána ke kvalitativní i kvantitativní chemické analýze, protože poskytuje velké množství 
informací o vzorku a jeho složení. 
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Významně napomáhá k identifikaci, určení struktury organické látky a určení její relativní 
molekulové hmotnosti. Je velmi užitečná pro základní výzkum vysoce reaktivních molekul v 
plynné fázi. 
Již zmíněnou aplikací je napojení hmotnostního spektrometru jako detektoru na plynový 
chromatograf. Plynovou chromatografií separujeme vzorek organické látky. Separované 
složky jsou v molekulovém separátoru zbaveny nosného plynu a analyzovány hmotnostním 
spektrometrem. Jako moderní detektor je využíván i u dalších separačních metod (kapalinová 
chromatografie, kapilární elektroforéza). 
 Hmotnostní spektrometrií sekundárních iontů provádíme kvalitativní i kvantitativní analýzu 
povrchů látek. Povrch vzorku se ve vakuu bombarduje svazkem primárních iontů (ionizovaný 
vzácný plyn). Z povrchu vzorku se uvolňují sekundární ionty, a ty se analyzují. 
 
2.4.3 Gelová permeační chromatografie 
 V gelové permeační chromatografii (Gel Permeation Chromatography – GPC) jsou 
molekuly separovány podle své velikosti. Dochází k rozdělování látek mezi pohyblivou část 
mobilní fáze, která se nachází mezi jednotlivými zrny gelu (volný objem kolony VO), a 
nepohyblivou část mobilní fáze, nacházející se uvnitř pórů gelu (objem pórů gelu Vi). Při 
průchodu kolonou jsou molekuly složek zdržovány v důsledku svého pronikání (permeace) do 
rozpouštědlem naplněných pórů. Malé molekuly pronikají hlouběji, a mají tudíž vyšší 
hodnoty retenčních objemů než větší molekuly. Interakce molekul analytů se stacionární fází 
nenastává. 
V GPC platí retenční rovnice pro retenční objem VR v tomto tvaru [4]: 
VR = VO + KD Vi 
Distribuční konstanta závisí na velikosti pórů gelu a dané látce [4]: 
• Velké molekuly nemohou pronikat do pórů gelu. Z toho důvodu je jejich koncentrace 
ve stacionární fázi nulová. Distribuční konstanta KD = cs/cm = 0, a proto VR = VO. 
Hovoříme o exkluzi molekul složky. 
• Naopak, velmi malé molekuly mohou proniknout do libovolné hloubky pórů gelu a 
nastává totální permeace. Jejich koncentrace ve volné mobilní fázi i uvnitř pórů je tedy 
shodná. KD = 1; VR = VO + Vi. 
Retenční objem souvisí s velikostí molekuly, a tím také s její relativní molekulou hmotností 
Mr. A a B jsou konstanty pro danou soustavu [4]. 
VR = A – B log Mr 
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 Gel se volí podle vlastností separovaných látek. Pro látky ve vodě rozpustné se používají 
hydrofilní gely, například Sephadex (dextran zesítěný epichlorhydrinem). Mobilní fází je voda 
s případným přídavkem organického rozpouštědla. Pro látky nerozpustné ve vodě se používají 
hydrofobní gely. Patří mezi ně kopolymery styrenu a divinylbenzenu (Styragel). Mobilními 
fázemi mohou být aromatické, chlorované a některé heterocyklické uhlovodíky. Univerzální 
gely na bázi silikagelu a porézních skel jsou vhodné pro separaci hydrofobních i hydrofilních 
látek. 
 Kolony mají průměr až 8 mm a délku v desítkách cm. Pracuje se s nižšími tlaky než v 
rozdělovací a adsorpční HPLC [4]. 
 GPC je vhodná pro analyty relativní molekulové hmotnosti větší než 500, i když jsou 
separovány molekuly již od Mr = 100. Metoda je často využívána pro biopolymery, např. 
proteiny [4]. 
2.4.4 Extrakce pevnou fází 
 SPE je velmi jednoduchou technikou. Základem je upotřebení nepříliš drahých extrakčních 
kolonek na jedno použití o nejrůznějších velikostech a náplních sorbetů. V principu SPE 
pracuje takto [4]: 
• Kapalný vzorek je veden přes SPE kolonku a sloučeniny jsou ze vzorku zachyceny 
materiálem sorbetu v koloně. 
• Nežádoucí příměsi mohou být z kolonky selektivně odstraněny promytím správně 
zvolenými rozpouštědly. 
• Nakonec mohou být z kolonky žádoucí analyty znovuzískány elučním rozpouštědlem 
v podobě vysoce čistého extraktu. Tento extrakt má často podstatně vyšší koncentraci 
analytu než měl původní vzorek. 
Alternativně může být extrakční kolonka vybrána k tomu, aby zadržovala příměsi ze vzorku, 
ale analytům dovolila projít.  
 Sorbenty jsou tvořeny částicemi velikosti v průměru 50 µm a kladou odpor protékající 
kapalině. Jsou v kolence uzavřeny fritami z polyethylenu, případně oceli nebo 
polytetrafluorethylenu. 
Průtok kapalin vedených přes kolonku urychlujeme třemi metodami [4]: 
• vakuem na výstupu z kolonky; 
• tlakem na vstupu kolonky; 
• centrifugací. 
Kolonky SPE obsahují sorbenty založené nejčastěji na bázi chemicky modifikovaných částic 
silikagelu. Při této modifikaci se na povrchové silanolové skupiny chemicky navazují skupiny 
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různých vlastností, které rozhodují o vlastnostech sorbentu. Nechá-li se část silanolových 
skupin volných, spoluúčastní se na výsledných vlastnostech sorbentu (non end-capped – 
neuzavřený sorbent). Chemicky vázané fáze vznikají již známou reakcí povrchové silanolové 
skupiny silikagelu s trialkyltrichlorsilany [4]. 
 Při separaci využíváme různé mechanismy zachycování látek spočívající v odlišných 
molekulárních interakcích mezi analytem a sorbetem. Mezi běžně uplatňované interakce patří 
tyto [4]:  
• van de Waalsovy síly („nepolární“ interakce); 
• vodíkové vazby a dipól-dipólové interakce („polární“ interakce); 
• kation-aniontové interakce (iontové interakce typu elektrostatických přitažlivých sil 
         mezi opačně nabitými ionty). 
Každý sorbent nabízí specifickou směs těchto vlastností. Hlavní interakci využívanou pro 
extrakci analytu označujeme jako primární, vedlejší působící interakce jako sekundární. 
Při volbě vhodného sorbentu zvažujeme podstatu analytu, vyžadovaný stupeň jeho čistoty, 
vlastnosti matrice vzorku a hlavních kontaminantů vzorku a finální analytický postup. 
 
Nepolární vázané fáze 
 Nepolární vázané fáze se vyznačují hydrofobními vlastnostmi. Lze je využít pro extrakci 
nepolárních a středně polárních sloučenin. Připojí-li se k tomu u neuzavřených sorbetů 
uplatnění silanových skupin, vzrůstá selektivita pro bazické sloučeniny. Obvykle se použití 
podobá aplikaci obrácených fází v kapalinové chromatografii, když jako rozpouštědlo 
používáme polární kapalinu (vodu), ze které se nejselektivněji vážou nejméně polární 
látky. [4] 
 
Polární vázané fáze  
 Polární vázané fáze jsou selektivní pro polární sloučeniny. U prvních dvou uvedených 
skupin se sekundárně uplatňuje iontová výměna, protože silanolová skupina je slabě kyselá a 
vyměňuje kationy a aminopropylová skupina slabě zásaditá a vyměňuje aniony. Aktivní 
silanolové skupiny velmi ochotně zachycují vlhkost ze vzduchu, proto se musí kolonky 
uchovávat v suchém prostředí. [4] 
Aminopropyl zachycuje z nepolárních rozpouštědel, např. z hexanu, molekuly obsahující 
skupiny –OH, -NH2 nebo –SH. Zmíněná iontová výměna se může uplatnit ve vodném 
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prostředí o pH = 7,8 s nižším, neboť aminoskupina se hydronizuje, a může k sobě poutat 
anionty. [4] 
Kyanopropylové skupiny zachycují nepolární i polární sloučeniny a mohou je extrahovat z 
vodných roztoků. Rovněž mohou zachycovat polární molekuly z méně polárních rozpouštědel 
dipól-dipólovou interakcí mezi kyanoskupinou a polární skupinou analytu. Také (2,3-
dihydroxypropoxy) propylová skupina má strukturu, která umožňuje zachycování nepolárních 
i polárních molekul. Nejčastěji se používá pro extrakci polárních molekul z relativně 
nepolárních rozpouštědel s využitím tvorby vodíkových vazeb. [4] 
 
Iontově-výměnné vázané fáze 
 Použití aminopropylové vázané fáze již bylo zmíněno. Trimethylamonumpropyl-chloridová 
fáze je silným iontoměničem pro výměnu aniontů z vodných i nevodných roztoků náhradou 
za svůj chloridový anion. Benzensulfonová i propan sulfonová kyselina jsou silnými 
iontoměniči pro výměnu kationů (katexy). Prve uvedená kyselina vykazuje sekundárně také 
silné nepolární interakce. Karboxypropylová skupina je slabým iontoměničem typu katex. 
Využívá se k extrakci bazických sloučenin z roztoků o pH = 6,8 a vyšším, kdy se karboxylová 
skupina výrazněji disociuje. [4] 
 
Speciální sorbenty 
 Kromě sorbetů založených na silikagelu jsou využívány i sorbenty jiné, např. na bázi 
aluminy (oxid hlinitý). Při extrakci látek na alumině se může uplatnit hliníkový atom jako 
centrální atom vznikajícího komplexu, může vzniknout vodíková vazba s hydroxylovou 
skupinou (díky vlhkosti jsou na povrchu částic aluminy hydroxylové skupiny) nebo nastává 
iontově-výměnná reakce. Povrch tohoto sorbentu je předem upravován kyselými, neutrálními 
nebo zásaditými roztoky. Jiným příkladem odlišného sorbentu je gel oxidu hořečnatého a 
křemičitého (Florisil®). [4] 
 
Selektivita SPE 
Selektivitou je míněn stupeň oddělení analytu od ostatních příměsí v původním vzorku. 
Vysoce selektivní charakter SPE je způsoben dvěma hlavními faktory [4]: 
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• Každý použitelný sorbent nabízí jedinečné charakteristické retenční vlastnosti dané 
primárními a sekundárními interakcemi, které kombinujeme s vlastnosti analytu. To je 
zřetelné z přecházejícího přehledu sorbetů. 
• Extrakci v systému kapaliny – kapalina limituje nemísitelnost použitých kapalin. 
Např. vodný vzorek nemůže být extrahován do methanolu. V SPE je fází, na kterou se 
extrahuje, pevný sorbent (kapalina je chemicky navázána na nosiči) a pojem 
nemísitelnosti ztrácí smysl. Výsledkem je velké množství použitelných kombinací 
sorbent – rozpouštědlo pro zajištění vysoce selektivní extrakce. 
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3. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
3.1 Použité laboratorní vybavení 
• analytické váhy (Metlet Toledo) 
• laboratorní váhy (Sartorius GE – 512) 
• ultrazvuková lázeň (TESLA) 
• chlazená centrifuga (Sigma 3 – 16) 
• rotační vakuová odparka (Bőchi R – 114) 
• vodní lázeň (Bőchi B – 480) 
• chlazení a cirkulace vody, (Technet) 
• vakuová vývěva (Het MasterJet SUE 300Q) 
• vakuové SPE zařízení (Supelco Visiprep) 
• tlaková láhev: He (čistota 5.0) 
 
3.2 Chemikálie 
3.2.1 Standardy 
• Azoxystrobin – CAS No. 131860-33-8, čistota 99,5%, Sigma - Aldrich 
• Kresoxim – methyl CAS No. 143390-89-0, čistota 99,5%, Sigma – Aldrich, čistota 
96,9% 
• Picoxystrobin – CAS No. 117428-22-5, čistota 99,5%, Sigma - Aldrich čistota 99,8% 
• Trifloxystrobin – CAS No. 141571-21-7, čistota 99,5%, Sigma - Aldrich čistota 99,9% 
 
3.2.2 Rozpouštědla 
• Aceton – C3H6O, čistota 99,5%, CAS No. 67-64-1, ML Chemica 
• Acetonitril – C2H3N, čistota pro HPLC, CAS No. 75-05-8, Riedel – de Haeen 
• Ethylacetát – C4H8O2, čistota pro HPLC, CAS No. 141 – 78 – 6, Chromservis 
• Methanol – CH4O, čistota 99,9%, CAS No. 67 – 56 –1, Fluka –Sigma - Aldrich 
3.2.3 Standardní roztoky 
Standardní roztok pro extrakci 
• Methanol : Aceton (8 : 2) 
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Standardní roztok pro SPE 
• Acetonitril : Toluen (3 :1) 
• Ethylacetát : Voda (1 : 1) 
3.3 Měřící přístroje 
• Plynový chromatograf Trace GC Ultra 2000, Thermo Finnigan 
• Hmotnostní spektrometr Trace DSQ, Thermo Finnigan 
• Automatický dávkovač vzorků CombiPal 
• GPC kolona, (ENVIROGEL®)Waters 
• HPLC pumpa, Waters 
• Autoinjektor, Waters 
• RI detektor, Shodex 
• Dělič frakcí, Waters 
• PC Fujitsu  
 
3.4 Ostatní pomůcky 
• Laboratorní sklo: infuzní lahve, centrifugační zkumavky (50 ml), varné baňky se 
zábrusem, odměrné válce, skleněné vialky, kádinky 
• SPE kolonky LiChrolut®EN C18, ENVITMCARBII/PSA 
• Automatické pipety (0,1ml –5 ml)  
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3.5 Optimalizace metody 
3.5.1 Grafický přehled základních operací 
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3.5.2 Hmotnost vzorku 
 Hmotnost vzorku byla volena 20 g. V porovnání s vyššími navážkami se jevila tato 
hmotnost nejpřijatelnější z hlediska přechodu interferujících látek tuků do extrakční směsi. Při 
navážce 50 g čištěná směs obsahovala takové množství interferujících látek, že nastávaly 
problémy při SPE přečišťování. Hmotnost 20 g byla dostačující i z hlediska citlivosti. U SPE 
kolonky může nastat tzv. breakthrought – bod průniku, kdy se sorbent nasytí zadržovanými 
interferenty a již je dále nezachycuje. 
3.5.3 Extrakce 
 U pevných vzorků, ječmene resp. sladu, byla použita S – L extrakce. Hlavním cílem 
extrakce bylo do extrakční směsi převést co největší množství analyzovaných látek. Jako 
extrakční směs byla zvolena směs roztoků methanol : aceton v poměru 8 : 2. Extrakční směs 
byla volena na základě použité literatury [5] a poskytovala velice dobrou výtěžnost. 
Stanovované analyty jsou velice dobře rozpustné  v methanolu, aceton zajistí požadované 
rozrušení buněčné stěny buněk ječmene a sladu. 
 Extrakce byla prováděna na ultrazvukové lázni po dobu 30 minut.[5] 
 
3.5.4 Čištění vzorku 
 V analyzovaných matricích ječmene a sladu se vyskytují interferující látky, které by značně 
ovlivňovaly měření a mohlo by dojít i poškození hmotnostního detektoru. Jedná se především 
o barviva a tuky obsažené v ječmeni. V pivu se objevují balastní látky (různé dusíkaté látky a 
heterocykly), které by mohly svými retenčními časy překrývat stanovované analyty. 
 Čištění bylo prováděno 2 metodami: metodou SPE a GPC. Byly porovnány výtěžnosti (%), 
rychlost přečištění i celkové ekonomické aspekty. 
 
3.5.4.1 SPE 
 SPE je velice dynamicky rozvíjející se metoda. V současnosti se na trhu vyskytují SPE 
kolonky a SPE disky, které řeší některé problémy SPE kolonek – omezený průtok (malý 
poměr průtočné plochy a sloupce sorbentu), vznik kanálků, pomalé sušení. Kolonky jsou 
tvořeny polypropylenovým tělem, fritou, sorbent je převážně silikagelový, převážná velikost 
částic je 40µm, množství sorbentu bývá 100, 500 mg, kolonky se vyrábí v objemu 1, 3, 6 ml. 
 Proces SPE by se dal obecně rozdělit do několika kroků: 
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a) volba vhodné kolonky 
 Pro volbu kolonky je nutno v potaz vzít typ a množství sorbentu, který má být použit. 
Volba se provádí podle povahy analytu (polarity), povahy matrice (pH), očekávané 
koncentrace analytu. Musí se zvolit vhodný systém rozpuštědel: vybrat promývací, eluční 
rozpouštědlo.  
 Pro přečištení byly použity dva typy kolonek: LiChrolut®EN C18 a ENVITMCARBII / PSA 
a byla porovnána jejich možnost použití (výtěžnost, opkakovatelnost) pro dané matrice. Obě 
kolonky byly optimalizovány. 
 
Tabulka č. 5:  Přehled používaných SPE kolonek [19] 
Standardní SPE fáze 
Matrice vzorku 
je: 
vodná ( biologické tekutiny, voda, 
vodné roztoky, extrakty, tkáňové 
extrakty ) 
organická ( organické tkáňové 
extrakty, hexan, dichlormethan atd.) 
 Reverzní fáze Iontově - výměnná Normální fáze 
Chatakteristika 
analytu 
mírně polární až 
nepolární skupiny 
slabé kationty a 
anionty 
silné kationty a 
anionty 
polární až mírně 
polární skupiny 
Aplikace Farmac. Envirom. Farm. Envirom, Farm. Envirom Farm. Envirom. 
Doporučená 
SPE fáze 
 
DSC 18 
DSC – 18 
Lt 
DSC – 8 
DSC – Ph 
DSC – 
CN 
DPA – 6S 
 
ENVITM – 
18 
ENVI – 8 
ENVI – 
Chrom 
LC – 18 
LC – Ph 
LC - CN 
 
DSC – 
SAX 
DSC -
SCX 
 
LSC –SAX 
LC - SCX 
 
DSC – 
WCX 
DSC – 
NH2 
 
 
LC – 
WCX 
LC – 
NH2 
PSA 
 
DSC –
Si 
DSC – 
CN 
DSC – 
Diol 
DSC – 
NH2 
 
ENVIFlorisi
l® 
LC – 
Alumima 
LC – 
Florisil 
LC – Si 
LC – Diol 
LC – CN 
PSA 
b) kondicionace kolonky 
 Kondicionace má za úkol vymýt případné nečistoty z kolonky, aktivovat sorbent kolnky. 
 
LiChrolut®EN C18: ▪ 5 ml methanolu 
 ▪ 5 ml vody 
ENVITMCARBII/PSA: ▪ 5 ml acetonitil : toluen (3:1) 
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c) přidávání vzorku 
 Je nutno zabezpečit dostatečný kontakt vzorku se sorbentem. Průtok by se měl pohybovat 
mezi 2 – 4 ml/min. Maximální průtok by neměl převyšovat 5 ml/min. 
LiChrolut®EN C18: ▪ 5 ml vzorku ječmene, sladu ; 100 ml vzorku piva 
ENVITMCARBII/PSA: ▪ 5 ml vzorku ječmene, sladu v acetonitrilu, 100 ml vzorku piva 
d) promývání kolonky 
Slouží k odstranění interferujících látek. 
LiChrolut®EN C18: ▪ 1 ml vody; sušení dusíkem 15 minut 
ENVITMCARBII/PSA: ▪ nepromývá se, zádrž interferujícíh látek byla dostatečná a s elučním 
rozpouštědlem docházelo k vymývání stanovovaných analytů 
e) eluce požadovaných látek 
 Důležitá je volba správného elučního rozpouštědla. Objem by měl obecně být 2 x mrtvý 
objem kolony. Přesný eluční objem se stanoví, přesným vyhodnocením jednotlivých 
výtěžností metodou GC/MSD. 
LiChrolut®EN C18: ▪ 2 x 5 ml ethylacetátu + voda (1:1) 
ENVITMCARBII/PSA: ▪ 3 ml acetonitril : toluen (3:1) 
 
Obrázek č. 7: Obecný průběh SPE metody [19]
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3.5.4.2 GPC 
 Gelová permeační chromatografie je založena na separaci látek podle velikosti a tvaru 
molekul. Látky se dělí na základě průchodu kolonou. Byla použita kolona ENVIROGEL®, 
jako mobilní fáze sloužil ethylacetát. 
 Optimalizace GPC byla provedena pro 4 analyty pomocí roztoku standardu o koncentraci 
50 µg/ml. Po dvouminutových intervalech byly odebírány jednotlivé frakce. Optimalizace 
byla provedena pro průtoky 1 ml/min, 5 ml/min a 8 ml/min. V jednotlivých frakcích byly 
stanoveny koncentrace všech 4 analytů pomocí CC – MS metody. Byl vytvořen eluční profil a 
z něj byly stanoveny frakce pro sběr analytů. 
 
3.5.5 GC – MSD stanovení 
 Parametry pro plynový chromatograf, autosampler a hmotnostní detektor jsou zadávány 
z počítače prostřednictvím programu Xcalibur.  
 
3.5.5.1 Kapilární kolona DB5 - MS 
 Kapilární kolona s nepolární chemicky vázanou fází. Fáze je fenyl-arylenová ekvivalentní 
fázi (5%-Phenyl) - methylpolysiloxan. Je vhodné pro aminy, nitrily, barbituráty, narkotika, 
pesticidy, fenoly. Poskytuje vynikající inertnost vůči aktivním látkám. 
 Teplotní rozsah je – 60 – 325/350°C (izotermní teplota/programově řízený nárůst teploty). 
 
3.5.5.2 Automatický dávkovač vzorků CombiPal 
 Automatický dávkovač vzorků CombiPAl umožňuje laboratořím zvýšení automatizace a 
produktivity. Ovládá se z PC nebo manuálně. Nabízí 3 typy nástřikových technik: kapalný 
nástřik, headspace a SPME. Poskytuje možnost umístění 4 typů vialek: 1, 2, 10, 20 ml. 
obrázky 
 
Obrázek č. 8: Kapilární kolona a automatický dávkovač vzorků CombiPal [17],[18] 
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3.5.5.3 Chromatografické podmínky 
• Použitá kapilární kolona : DB – WAX (30 m x 0,25 mm x 0,25 µm) 
• Teplotní program: ▪ Počáteční teplota: 70°C po dobu 1 minuty 
 ▪ Nárůst teploty 10°C/min do 250°C 
 ▪ Setrvání při 250°C po dobu 3 minuty 
 ▪ Nárůst teploty 15°C/min do 300°C 
 ▪ Setrvání při teplotě 300°C po dobu 4 minuty 
• Trvání analýzy: 28 minut 
• Průtok nosného plynu: 1,5 ml/min → 3 ml/min 
• Teplota injektoru: 280°C 
• Teplota spojovací části GC a MSD: 200°C 
• Splitless režim: 0,8min 
• Měřeno v režimech hmotnostního spektrometru SIM, Full SCAN (45 – 500) 
• Hodnoty m/z pro jednotlivé analyty (SIM): ▪ azoxystrobin: 344, 388 
 ▪ kresoxim – methyl: 116, 131, 206 
 ▪ picoxystrobin: 145, 335 
 ▪ trifloxystrobin: 116, 131, 222 
 
3.6 Analyzované vzorky 
Celkem bylo analyzováno 39 vzorků: 15 vzorků piva, 12 vzorků sladu a 12 vzorků ječmene. 
Každý vzorek byl přečištěn 2 způsoby a výsledky porovnány. 
 
Graf č. 1: Rozložení analyzovaných vzorků podle typu matrice 
pivo
ječmen
slad
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3.7 Pracovní postup 
3.7.1 Vzorky ječmene a sladu 
 Ječmen a slad se musí nejdříve zbavit případných nečistot a pomlet. Mletí se provádí zvlášť 
na mlýncích pro slad a zvlášť na mlýncích pro ječmen. Do infúzní láhve bylo naváženo 20 g 
vzorku a přidá se 60 ml směsi methanol:aceton v poměru 8:2 a dá se na ultrazvukovou lázeň 
na 30 minut. Po sonifikaci se odstředí, centrifugace se provádí po dobu 15 minut při  
5600 ot./min, poté se provede zfiltrování vzorku. 
 Vzorek se před SPE čištěním odpaří do sucha a převede do 5 ml acetonitrilu. Provede se 
kondicionace kolonky a přidává se vzorek v acetonitrilu při průtoku maximálně 5 ml/min. Po 
eluci analytů 3 ml směsi acetontril:toluen (3:1) se vzorek odpaří a převede do ethylacetátu. 
Provede se stanovení GC/MSD. 
 Při čištění GPC se vzorek po filtraci odpaří do sucha a převede do 1 ml ethylacetátu. Jímají 
se frakce v čase, kdy dochází k vylučování analytů z kolony. Jímaná frakce se po 
zakoncentrování do 1 ml bere na stanovení GC/MSD. 
 
3.7.2 Vzorky piva 
 Odpadá nutnost provádění extrakce.  
 100 ml piva se přečistí přes SPE kolonku, po zakoncentrování na 1 ml GC/MSD. 
 Při GPC přečištění se odebere 1 ml vzorku piva, po přečištění a zakoncentrování se provede 
stanovení GC/MSD. 
 
3.8 Validace metody 
3.8.1 Mez detekce a mez stanovitelnosti 
 Mez detekce a mez stanovitelnosti je vázána ke koncentraci analytu ve vzorku, který 
v použitém detekčním systému vykazuje poměr signálu ke šumu 3 (LOD) a 10 (LOQ). [20]. 
Mez detekce je minimální hodnota, nad kterou lze odezvu vzorku věrohodně rozlišit od 
odezvy slepého pokusu, tzn. že lze nad ní provést kvalitativní stanovení. [20] 
Mez stanovitelnosti je minimální hodnota, nad kterou lze věrohodně provést kvantitavní 
stanovení.[20] 
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3.8.1 Linearita 
 Popisuje míru lineární závislosti mezi validovanou vlastností a měřením[20]. 
 
3.8.2 Opakovatelnost 
 Opakovatelnost metody je definována jako těsnost shody mezi navzájem nezávislými 
výsledky zkoušek získanými za podmínek opakovatelnosti (podmínky, kdy navzájem 
nezávislé výsledky zkoušek se získají opakovaným použitím téže zkušební metody na 
identickém materiálu, v téže laboratoři, týmž pracovníkem za použití týchž přístrojů a 
zařízení, během krátkého časového rozmezí). Charakterizuje rozptýlení obsahu kolem 
průměru, které může byt zapříčiněno působením nahodilých chyb[20]  
totéž vybavení 
krátké časové rozpětí mezi opakovanými pozorováními  
 
3.8.3 Nejistota měření 
 Nejistota měření je parametr přidružený k výsledku měření, který charakterizuje míru 
rozptýlení hodnot, které by mohly být důvodně přisuzovány měřené veličině. Nejistota 
vymezuje hranice, v nichž je výsledek na určité hladině spolehlivosti správný, tj. přesný a 
pravdivý. Nejistota obecně zahrnuje mnoho složek. Některé z nich mohou být získány ze 
statistických distribucí výsledků série měření, charakterizovaných exp. směrodatnou 
odchylkou. Jiné složky se získávají z pravděpodobnostních funkcí založených na 
zkušenostech nebo jiných informacích. [20] 
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4. VÝSLEDKY A DISKUSE 
 Kvalitativní analýza byla prováděná programem QualityBrowser. Vyhodnocování analytů 
bylo provedeno na základě hmotnostích spekter. Ne všechna spektra se vyskytovala 
v knihovně, proto byly dokoupeny komerční standardy a analyty identifikovány podle 
změřených standardů porovnáním retenčních časů standardů analytu a analytu ve vzorku. 
Standardy byly nastříknuty jednotlivě i ve formě směsného standardu.  
 Kvantitativní vyhodnocení bylo provedeno v programu QuantityBrowser. 
 Všechny vzorky byly přečištěny jak metodou SPE, tak i metodou GPC a následně 
stanoveny. Výsledky u obou forem přečištění vzorku byly zaznamenány a porovnány, 
analyzovány metodou GC –MS. 
 
4.1 Standardy 
 Následující tabulka udává přehled základních parametrů stanovovaných analytů měřených 
na koloně DB5 – MS. 
 
Tabulka č. 6: Základní parametry pro sledované analyty 
Analyt CAS no. RT (DB5 – MS) m/z 
azoxystrobin 131860-33-8 24,55 344, 388 
kresoxim – methyl 143390-89-0 17,45 116, 131, 206 
picoxystrobin 117428-22-5 16,84 145, 335 
trifloxystrobin 141571-21-7 18,51 116, 131, 222 
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Obrázek č. 9: Chromatogram standardu azoxystrobin 
RT: 20.92 - 26.69 SM: 7G
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Obrázek č. 10: Chromatogram standardu kresoxim - methyl 
C:\RENATA\...\kresoximM500ug_28_11 11/28/2007 10:46:32 AM
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Obrázek č.11: Chromatogram standardu picoxystrobin  
C:\RENATA\...\picoxystrobin500ug_28_11 11/28/2007 9:43:54 AM
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Obrázek č.12: Chromatogram standardu trifloxystrobin   
C:\RENATA\...\STROBILURINY\triflox_10_12 12/10/2007 6:44:57 PM
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4.2 Kalibrační křivka 
Kalibrační křivky byly sestrojeny jako závislost plochy píků na koncentraci pro každý 
z analytů.  
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Graf č. 2: Kalibrační křivka analytů 
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4.3 Optimalizace SPE 
 Při SPE se pracovalo se dvěma typy extrakčních kolonek. Kolonka ENVITMCARBII / PSA 
poskytovala velice dobré výsledky pro vzorky ječmene a sladu, které byly v acetonitrilu. Pro 
vzorek piva se nedala použít, protože docházelo k rozmývání kolonky. Při optimalizaci této 
kolonky byly prováděny eluce analytu s elučními objemy 10; 6; 4; a 3 ml. Jako nejvhodnější 
se jevil objem 3 ml, při kterém docházelo k nejmenší eluci interferentů. 
 Kolonka LiChrolut®EN C18 poskytovala dobré výtěžnosti pro vzorky piva a docházelo zde 
k dostatečnému oddělení interferujících látek. 
 Výtěžnosti pro vzorky ječmene se pohybovaly mezi 82 – 87 %, pro vzorky piva mezi 87 – 
90%. Výtěžnosti pro obě kolonky jsou uvedeny v následující tabulce a grafech. 
Tabulka č. 7: Výtěžnost metody SPE (%) 
matrice 
Analyt 
ječmen slad pivo 
Azoxystrobin 85 85 102 
Kresoxim – methyl 82 82 105 
Picoxystrobin 87 87 102 
Trifloxystrobin 84 84 107 
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Graf č. 3 Výtěžnost kolonky LiChrolut®EN C18 
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Graf č. 4: Výtěžnost kolonky ENVITMCARBII / PSA 
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4.4 Optimalizace GPC 
 Při práci s GPC metodou bylo nejdříve nutné znát eluční profily analytů vycházejích 
z kolony. Cílem bylo zachytit frakci s maximálním množstvím vystupujících pesticidů 
oddělených na GPC koloně od interferujících látek. Eluční profily byly stanoveny pro 3 
průtoky: 1 ml / min; 5 ml / min; 8 ml / min. Jako nejvýhodnější se jevil průtok 8 ml / min, 
který poskytoval dobrou výtěžnost v kombinaci s délkou přečištění. 
 Délka přečištění s rostoucím průtokem klesala.  
 Výtěžnosti pro vzorky ječmene, sladu byly v rozmezí 60 – 74 %. Pro vzorky piva  
85 – 93%.  
 Výtěžnosti jsou uvedeny v grafech. 
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Graf č. 5: Eluční profil pesticidů na koloně ENVIROGEL, průtok 1ml/min 
Eluce pesticidů z GPC kolony ( průtok 1 ml / min )
0
10
20
30
40
50
60
70
80
26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38
Čas ( min )
V
ýt
ěž
no
st
 % azoxystrobin
picoxystrobin
kresoxim-methyl
trifloxystrobin
  
Graf č. 6  Eluční profil pesticidů na koloně ENVIROGEL, průtok 5ml/min 
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Graf č. 7: Eluční profil pesticidů na koloně ENVIROGEL, průtok 8ml/min 
Eluce pesticidů z GPC kolony ( průtok 8 ml / min )
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Graf č. 8: Eluční profil pesticidů na koloně ENVIROGEL, průtok 8ml/min (prostorově) 
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Graf č 9: Výtěžnost GPC ze vzorku ječmene a sladu 
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Graf č. 10: Výtěžnost GPC ze vzorku piva 
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4.5 Porovnání čištění SPE x GPC 
 Přečištění vzorku má rozhodující význam při jeho vlastním stanovení. V této práci byly 
použity a porovnány 2 možnosti odstranění interferentů. Výsledky obou metod byly víceméně 
srovnatelné. Jako efektivnější se z hlediska čistoty jeví metoda GPC, jasnější a dobře 
rozdělený chromatogram, naopak SPE poskytuje vyšší výtěžnost. 
 Z hlediska nákladů je výhodnější čištění metodou GPC. Vychází se z porovnání cen 
ethylacetátu, který se užívá jako mobilní fáze a cen kolonek pro SPE.  
  
4.6 Validace metody 
4.6.1 Mez detekce a mez stanovitelnosti 
 Mez detekce a mez stanovitelnosti byly stanoveny pomocí softwaru EffiValidation 3.0. 
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Tabulka č. 8 LOD, LOQ pro ječmen, slad 
ječmen, slad 
(oba typy přečištění) 
LOD 
(mg/kg) 
LOQ 
(mg/kg) 
Azoxystrobin 0,0009 0,003 
Kresoxim – methyl 0,0006 0,002 
Picoxystrobin 0,0006 0,002 
Trifloxystrobin 0,0006 0,002 
 
Tabulka č. 9 LOD, LOQ pro pivo 
pivo 
(oba typy přečištění) 
LOD 
(mg/l) 
LOQ 
(mg/l) 
Azoxystrobin 0,0009 0,003 
Kresoxim – methyl 0,0006 0,002 
Picoxystrobin 0,0006 0,002 
Trifloxystrobin 0,0006 0,002 
 
4.6.2 Linearita 
 Linearita kalibrační křivky jednotlivých analytů.,byla testována pomocí softwaru 
EffiValidation 3.0 na základě korelačního koeficientu a QC koeficientu. Korelační  a QC 
koeficienty byly vypočteny z kalibrační křivky a byly porovnány s hodnotami těchto 
koeficientů, které jsou v programu softwaru EffiValidation 3.0 zadány jako kritické hodnoty. 
Pro korelační koeficient to byla hodnota 0,99 (dosažení nebo překročení této hodnoty je 
považováno za důkaz o linearitě) a pro QC koeficient hodnota 5,00 (za důkaz linearity je 
považováno nepřekročení této hodnoty). 
4.6.3 Opakovatelnost 
 Data pro vyhodnocení opakovatelnosti byla naměřena za podmínek měření opakovatelnosti, 
tj. v jedné laboratoři, stejným pracovníkem, na stejném přístroji a v co nejkratším čase. 
Ze směrodatné odchylky lze vypočítat dovolenou diferenci dvou stanovení, tj. maximální 
rozpětí, kterým lze ještě vysvětlit přítomnost náhodných chyb. Diference dvou paralelních 
stanovení ( r ) byla vypočítaná podle vztahu r = 2,8 × s. 
 Pro stanovení opakovatelnosti byl brán vzorek každé matrice, který měl negativní nález.  
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Vzorek o hmotnosti 20 g byl obohacen 50 µg a stavení provedeno 5x. Byl určen obsah analytů 
ve stanovovaném vzorku. 
Tabulka č. 10 Opakovatelnost metody, čištění metodou SPE, pro analyty azoxystrobin, 
kresoxim – methyl, picoxystrobin, trifloxystrobin 
Azoxystrobin 
Měření 1 
(µg) 
Měření 2 
(µg) 
Měření 3 
(µg) 
Měření 4 
(µg) 
Měření 5 
(µg) 
ječmen 42,50 45,60 38,60 45,60 45,30 
slad 43,50 38,00 46,50 47,10 42,30 
pivo 62,30 50,10 58,90 57,20 55,50 
 
Kresoxim – 
methyl 
Měření 1 
(µg) 
Měření 2 
(µg) 
Měření 3 
(µg) 
Měření 4 
(µg) 
Měření 5 
(µg) 
ječmen 38,10 35,20 38,20 31,60 32,30 
slad 36,10 35,30 39,80 32,20 33,40 
pivo 39,50 37,60 39,80 40,10 40,30 
 
Picoxystrobin 
Měření 1 
(µg) 
Měření 2 
(µg) 
Měření 3 
(µg) 
Měření 4 
(µg) 
Měření 5 
(µg) 
ječmen 41,20 44,60 37,90 44,90 43,80 
slad 44,60 40,20 42,90 46,50 43,20 
pivo 59,60 57,30 62,10 59,80 60,00 
 
Trifloxystrobin 
Měření 1 
(µg) 
Měření 2 
(µg) 
Měření 3 
(µg) 
Měření 4 
(µg) 
Měření 5 
(µg) 
ječmen 39,70 38,50 31,20 40,90 46,30 
slad 48,20 42,50 41,30 41,30 43,20 
pivo 60,20 52,40 51,50 50,20 55,60 
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Azoxystrobin 
Průměr 
(µg) 
Opakovatelnost 
(µg) 
Relativní 
opakovatelnost 
(%) 
Diference 
 
s x 2,8 
ječmen 43,50 3,04 6,99 8,52 
slad 43,50 3,66 8,42 10,25 
pivo 56,80 4,50 7,94 12,63 
 
Kresoxim -  
methyl 
Průměr 
(µg) 
Opakovatelnost 
(µg) 
Relativní 
opakovatelnost 
(%) 
Diference 
 
s x 2,8 
ječmen 35,08 3,11 8,86 8,71 
slad 35,36 2,91 2,91 8,17 
pivo 39,46 1,08 2,74 3,03 
 
Picoxystrobin 
Průměr 
(µg) 
Opakovatelnost 
(µg) 
Relativní 
opakovatelnost 
(%) 
Diference 
 
s x 2,8 
ječmen 42,48 2,94 6,93 8,24 
slad 43,48 2,32 5,33 6,50 
pivo 59,76 1,70 2,85 4,77 
 
Trifloxystrobin 
Průměr 
(µg) 
Opakovatelnost 
(µg) 
Relativní 
opakovatelnost 
(%) 
Diference 
 
s x 2,8 
ječmen 39,32 5,43 13,82 15,20 
slad 43,28 2,87 6,64 8,05 
pivo 53,98 4,01 7,42 11,22 
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Tabulka č. 11 Opakovatelnost metody, čištění metodou GPC, pro analyty azoxystrobin, 
kresoxim – methyl, picoxystrobin, trifloxystrobin 
Azoxystrobin 
Měření 1 
(µg) 
Měření 2 
(µg) 
Měření 3 
(µg) 
Měření 4 
(µg) 
Měření 5 
(µg) 
ječmen 27,90 33,80 26,50 24,00 31,60 
slad 28,00 26,50 32,60 20,10 21,90 
pivo 31,40 35,20 30,80 32,60 31,00 
 
Kresoxim – 
methyl 
Měření 1 
(µg) 
Měření 2 
(µg) 
Měření 3 
(µg) 
Měření 4 
(µg) 
Měření 5 
(µg) 
ječmen 19,30 25,60 24,20 21,30 26,20 
slad 22,30 21,90 22,60 29,80 31,00 
pivo 39,80 33,60 31,60 31,60 31,00 
 
Picoxystrobin 
Měření 1 
(µg) 
Měření 2 
(µg) 
Měření 3 
(µg) 
Měření 4 
(µg) 
Měření 5 
(µg) 
ječmen 21,90 22,60 29,60 31,50 28,50 
slad 22,60 24,60 27,90 29,20 21,40 
pivo 31,20 22,00 28,30 28,00 24,00 
 
Trifloxystrobin 
Měření 1 
(µg) 
Měření 2 
(µg) 
Měření 3 
(µg) 
Měření 4 
(µg) 
Měření 5 
(µg) 
ječmen 17,60 19,60 28,60 21,40 29,00 
slad 31,00 24,10 26,20 21,00 29,00 
pivo 32,00 29,20 27,20 29,60 30,90 
 
Azoxystrobin 
Průměr 
(µg) 
Opakovatelnost 
(µg) 
Relativní 
opakovatelnost 
(%) 
Diference 
 
s x 2,8 
ječmen 28,76 3,93 13,68 11,02 
slad 25,82 4,98 19,29 13,94 
pivo 32,20 1,81 5,64 5,08 
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Kresoxim -  
methyl 
Průměr 
(µg ) 
Opakovatelnost 
(µg) 
Relativní 
opakovatelnost 
(%) 
Diference 
 
s x 2,8 
ječmen 23,32 2,93 12,59 8,22 
slad 25,52 4,48 17,56 12,54 
pivo 33,52 3,64 10,87 10,20 
 
Picoxystrobin 
Průměr 
(µg) 
Opakovatelnost 
(µg) 
Relativní 
opakovatelnost 
(%) 
Diference 
 
s x 2,8 
ječmen 26,82 4,31 16,08 12,08 
slad 25,14 3,34 13,32 9,31 
pivo 26,7 3,67 13,74 10,27 
 
Trifloxystrobin 
Průměr 
(µg) 
Opakovatelnost 
(µg) 
Relativní 
opakovatelnost 
(%) 
Diference 
 
s x 2,8 
ječmen 23,24 5,25 22,60 14,70 
slad 26,26 3,94 15,03 11,05 
pivo 29,78 1,81 6,10 5,08 
 
4.6.3 Nejistota měření 
Nejistota byla počítána pomocí programu EffiValidation 3.0. Byla počítána z dat pro 
opakovatelnost. Relativní rozšřená nejistota byla zaznamenána do tabulky. 
 64 
 
Tabulka č. 12 Relativní rozšížená nejistota  
Analyt Typ vzorku Použitá metoda 
Rel. rozšířená 
nejistota (%) 
azoxystrobin ječmen SPE 15,56 
kresoxim-methyl ječmen SPE 5,37 
picoxystrobin ječmen SPE 5,58 
trifloxystrobin ječnen SPE 14,55 
azoxystrobin slad SPE 16,50 
kresoxim-methyl slad SPE 16,18 
picoxystrobin slad SPE 10,46 
trifloxystrobin slad SPE 12,93 
azoxystrobin pivo SPE 13,71 
kresoxim-methyl pivo SPE 17,38 
picoxystrobin pivo SPE 13,59 
trifloxystrobin pivo SPE 27,07 
azoxystrobin ječmen GPC 26,82 
kresoxim-methyl ječmen GPC 24,58 
picoxystrobin ječmen GPC 31,53 
trifloxystrobin ječnen GPC 44,29 
azoxystrobin slad GPC 37,81 
kresoxim-methyl slad GPC 34,42 
picoxystrobin slad GPC 26,10 
trifloxystrobin slad GPC 29,45 
azoxystrobin pivo GPC 11,05 
kresoxim-methyl pivo GPC 21,31 
picoxystrobin pivo GPC 25,82 
trifloxystrobin pivo GPC 11,95 
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4.7 Výsledky 
 SPE čištění  
 
Tabulka č. 13: Naměřené hodnoty ve vzorcích ječmene 
Vzorek Azoxystrobin 
(µg/kg) 
Kresoxim – methyl 
(µg/kg) 
Picoxystrobin 
(µg/kg) 
Trifloxystrobin 
(µg/kg) 
Ječmen I < 3 < 2 < 2 < 2 
Ječmen II < 3 < 2 < 2 < 2 
Ječmen III < 3 < 2 < 2 < 2 
Ječmen IV < 3 < 2 < 2 < 2 
Ječmen V < 3 < 2 < 2 < 2 
Ječmen VI < 3 < 2 < 2 < 2 
Ječmen VII < 3 < 2 < 2 < 2 
Ječmen VIII < 3 < 2 < 2 < 2 
Ječmen IX < 3 < 2 < 2 < 2 
Ječmen X < 3 < 2 < 2 < 2 
Ječmen XI < 3 < 2 < 2 < 2 
Ječmen XII < 3 < 2 < 2 < 2 
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Tabulka č. 14: Naměřené hodnoty ve vzorcích sladu 
Vzorek Azoxystrobin 
(µg/kg) 
Kresoxim – methyl 
(µg/kg) 
Picoxystrobin 
(µg/kg) 
Trifloxystrobin 
(µg/kg) 
Slad I < 3 < 2 < 2 < 2 
Slad II < 3 < 2 < 2 < 2 
Slad III < 3 < 2 < 2 < 2 
Slad IV < 3 < 2 < 2 < 2 
Slad V < 3 < 2 < 2 < 2 
Slad VI < 3 < 2 < 2 < 2 
Slad VII < 3 < 2 < 2 < 2 
Slad VIII < 3 < 2 < 2 < 2 
Slad IX < 3 < 2 < 2 < 2 
Slad X < 3 < 2 < 2 < 2 
Slad XII < 3 < 2 < 2 < 2 
Slad XII < 3 < 2 < 2 < 2 
 
 67 
Tabulka č. 15: Naměřené hodnoty ve vzorcích piva 
Vzorek Azoxystrobin 
(µg/kg) 
Kresoxim – methyl 
(µg/kg) 
Picoxystrobin 
(µg/kg) 
Trifloxystrobin 
(µg/kg) 
Pivo I < 3 < 2 < 2 < 2 
Pivo II < 3 < 2 < 2 < 2 
Pivo III < 3 < 2 < 2 < 2 
Pivo IV < 3 < 2 < 2 < 2 
Pivo V < 3 < 2 < 2 < 2 
Pivo VI < 3 < 2 < 2 < 2 
Pivo VII < 3 < 2 < 2 < 2 
Pivo VIII < 3 < 2 < 2 < 2 
Pivo IX < 3 < 2 < 2 < 2 
Pivo X < 3 < 2 < 2 < 2 
Pivo XI < 3 < 2 < 2 < 2 
Pivo XII < 3 < 2 < 2 < 2 
Pivo XIII < 3 < 2 < 2 < 2 
Pivo XIV < 3 < 2 < 2 < 2 
Pivo XV < 3 < 2 < 2 < 2 
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GPC čištění 
 
Tabulka č. 16: Naměřené hodnoty ve vzorcích ječmene 
Vzorek Azoxystrobin 
(µg/kg) 
Kresoxim – methyl 
(µg/kg) 
Picoxystrobin 
(µg/kg) 
Trifloxystrobin 
(µg/kg) 
Ječmen I < 3 < 2 < 2 < 2 
Ječmen II < 3 < 2 < 2 < 2 
Ječmen III < 3 < 2 < 2 < 2 
Ječmen IV < 3 < 2 < 2 < 2 
Ječmen V < 3 < 2 < 2 < 2 
Ječmen VI < 3 < 2 < 2 < 2 
Ječmen VII < 3 < 2 < 2 < 2 
Ječmen VIII < 3 < 2 < 2 < 2 
Ječmen IX < 3 < 2 < 2 < 2 
Ječmen X < 3 < 2 < 2 < 2 
Ječmen XI < 3 < 2 < 2 < 2 
Ječmen XII < 3 < 2 < 2 < 2 
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Tabulka č. 17: Naměřené hodnoty ve vzorcích sladu 
Vzorek Azoxystrobin 
(µg/kg) 
Kresoxim – methyl 
(µg/kg) 
Picoxystrobin 
(µg/kg) 
Trifloxystrobin 
(µg/kg) 
Slad I < 3 < 2 < 2 < 2 
Slad II < 3 < 2 < 2 < 2 
Slad III < 3 < 2 < 2 < 2 
Slad IV < 3 < 2 < 2 < 2 
Slad V < 3 < 2 < 2 < 2 
Slad VI < 3 < 2 < 2 < 2 
Slad VII < 3 < 2 < 2 < 2 
Slad VIII < 3 < 2 < 2 < 2 
Slad IX < 3 < 2 < 2 < 2 
Slad X < 3 < 2 < 2 < 2 
Slad XII < 3 < 2 < 2 < 2 
Slad XII < 3 < 2 < 2 < 2 
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Tabulka č. 18: Naměřené hodnoty ve vzorcích piva 
Vzorek Azoxystrobin 
(µg/kg) 
Kresoxim – methyl 
(µg/kg) 
Picoxystrobin 
(µg/kg) 
Trifloxystrobin 
(µg/kg) 
Pivo I < 3 < 2 < 2 < 2 
Pivo II < 3 < 2 < 2 < 2 
Pivo III < 3 < 2 < 2 < 2 
Pivo IV < 3 < 2 < 2 < 2 
Pivo V < 3 < 2 < 2 < 2 
Pivo VI < 3 < 2 < 2 < 2 
Pivo VII < 3 < 2 < 2 < 2 
Pivo VIII < 3 < 2 < 2 < 2 
Pivo IX < 3 < 2 < 2 < 2 
Pivo X < 3 < 2 < 2 < 2 
Pivo XI < 3 < 2 < 2 < 2 
Pivo XII < 3 < 2 < 2 < 2 
Pivo XIII < 3 < 2 < 2 < 2 
Pivo XIV < 3 < 2 < 2 < 2 
Pivo XV < 3 < 2 < 2 < 2 
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5. ZÁVĚR 
 Rostoucí poptávka na světových trzích způsobuje zvyšování cen potravinářských surovin, 
patrné je to zejména u obilovin, jejichž cena v uplynulých měsících pokořila všechny 
dosavadní rekordy. Je logické, že producenti zemědělských produktů se snaží dosáhnout 
maximální výtěžnosti plodin, právě proto dochází k aplikaci přípravků na ochranu rostlin – 
pesticidů. Spotřeba pesticidů celosvětově roste, tím také musí docházet ke vzrůstu jejich 
kontroly. Je to nezbytné, protože pesticidy představují vážné zdravotní a podcenění kontroly 
by způsobilo jisté zdravotní problémy na populaci.  
 Strobilurinové pesticidy představují skupinu pesticidů, jenž má poměrně široké spektrum 
účinnosti proti houbovitým chorobám. Jedná se o relativně novou skupinu látek, která nemusí 
být dokonale prozkoumána a možné dlouhodobé následky jejich reziduí nejsou dostatečně 
přesně popsány. Tyto látky znamenají zdravotní riziko pro lidský organismus.  
 Úkolem této práce bylo zjistit možné stopy strobilurinových pesticidů v ječmeni, sladu a 
pivu. Jedná se o vzorky, kde by jejich nadměrný výskyt ohrozil značnou část populace a proto 
je nutné je sledovat. Toto je ošetřeno i legislativně vyhláškou č. 400/2006 Sbírky zákonů. 
Strobiluriny se do těchto vzorků mohou dostat ošetřováním rostliny přípravky proti škůdcům.
 Nebyly stanovovány všechny strobilurinové pesticidy, ale vybraná skupina čtyř u nás 
nejvíce zastoupených účinných látek strobilurinů. Jednalo se o: azoxystrobin,  
kresoxim – methyl, picoxystrobin, trifloxystrobin.     
 V teoretické části je věnován prostor pesticidům, jejich rozdělení, fyzikálně – chemickým 
vlastnostem i jejich metabolismu. Největší pozornost je věnována právě strobilurinovým 
pesticidům.  
 V současnosti není popsáno mnoho metod, které se zabývají stanovením strobilurinů 
v obilovinách nebo pivu. Většina uveřejněných prací se věnuje stanovení těchto látek v ovoci: 
grapefruitech, jablcích a vinné révě. [25], [26], [26], [27], [28]. Proto bylo nutné zavést a 
optimalizovat metodu pro stanovení strobilurinů v obilovinách a pivu. Obiloviny, tedy 
analyzovaný ječmen obsahuje značné množství cukrů  a tuků, které značně znepříjemňují 
analýzu metodou GC – MSD, protože mohou překrývat stavované analyty a dále značně 
zatěžují iontový zdroj. Obdobná situace nastává i u vzorků piva, kde je nezbytné odstranit 
interferující balastní látky. Existuje mnoho způsobů a metod jimiž se dají interferující látky 
odstranit, pro tuto metodu byly vybrány metody SPE (extrakce na pevné fázi) a metoda GPC 
(gelová permeační chromatografie). Obě tyto metody mají své jasné výhody, úkolem bylo 
tyto metody porovnat a zvolit metodu, jež by poskytovala lepší výsledky analýzy.   
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 Celkem bylo analyzováno 39 vzorků. 15 vzorků byly piva, 12 vzorků byly ječmen, 12 
vzorků byly slad. Všechny vzorky byly analyzovány dvakrát: jednou byly přečištěny SPE, po 
druhé GPC metodou a následně stanoveny GC – MSD. 
 Kompletní metoda je popsána v experimentální části. Je zde rozebrána optimalizace 
metody. Optimalizace spočívala především v určení hmotnosti navážky vzorku a hlavně 
optimalizaci přečištění. Pro optimalizaci metody SPE byly použity dva typy SPE kolonek 
s odlišnými vlastnostmi. Optimalizace GPC spočívala především v určení optimálního 
průtoku a čase pro dělení pesticidů na koloně.  
 Výsledky této práce jsou shrnuty v části „Výsledky a diskuse“. Nejdříve byla provedena 
identifikace jednotlivých analytů. Dále byla sestrojena kalibrační křivka. Mez stanovitelnosti 
pro azoxystrobin byla 0,003 mg / kg, pro kresoxim – methyl, picoxystrin, trifloxystrobin  
0,0009 mg / kg. Mez detekce pro azoxystrobin byla 0,0006 mg / kg, pro kresoxim – methyl, 
picoxystrin, trifloxystrobin 0,002 mg / kg. Do grafů jsou zde zaznamenány výtěžnosti pro 
použité kolonky i pro GPC. Výtěžnosti pro GPC byly nižší, než pro SPE, přesto vzorky 
přečištěné GPC poskytovaly lepší chromatogramy a analyty zde byly snadněji 
identifikovatelné.  
Metoda byla validována, validační parametry (mez detekce, mez stanovení, RSD, nejistota 
stanovení a relativní nejistota) byly zaznamenány do tabulek. Výsledné hodnoty 
strobilurinových pesticidů stanovených GC – MSD jsou pro všechny typy vzorků a oba druhy 
přečištění uvedeny v tabulkách. 
 Všechny vzorky měly hodnotu storbilurinových pesticidů nižší jak mez stanovitelnosti. 
Z toho vyplývá, že se ve vzorcích vyskytovaly v takovém množství, které nelze spolehlivě 
změřit. Žádný z vzorků se ani přibližně nepřiblížil maximálnímu limitu reziduí, pro tyto 
analyty.  
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7. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
CAS no. registrační číslo látky 
EPA   Enviromental Protection Agency  
ES   Evropská směrnice  
FULL SCAN celé hmotnostní spektrum 
GC-MSD plynová chromatografie s hmotnostní detekcí 
GPC   gelová permeační chromatografie 
LD50   střední smrtelná dávka 
LOD mez detekce  
LOQ mez stanovení  
MLR   maximální limit reziduií 
SPE   etrakce na pevné fázi 
S-L solid-liquid extrakce 
SIM hmotnostní spektrum omezené na určité hmotnosti 
RT   retenční čas 
Envirom. užití v enviromentální analýze 
Farm. užití ve farmacii 
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8. SEZNAM PŘÍLOH 
PŘÍLOHA Č. 1: Pivo obohacené 50 µg analytů 
PŘÍLOHA Č. 2: Vzorek piva  
PŘÍLOHA Č. 3: Vzorek ječmene  
PŘÍLOHA Č. 4: Vzorek sladu  
PŘÍLOHA Č. 5: Slad obohacený 12 µg analytů  
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9. PŘÍLOHY 
Příloha č. 1 
C:\RENATA\...\pivo_Oboh_50ug 12/11/2007 10:20:42 AM
RT: 16.62 - 26.41 SM: 7G
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Příloha č. 2 
C:\RENATA\...\STROBILURINY\Pivo_2_4 12/11/2007 5:07:56 AM
RT: 16.61 - 27.02 SM: 7G
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Příloha č.3 
C:\RENATA\...\jecmen_0_GPC02 12/10/2007 12:11:26 PM
RT: 16.34 - 27.03 SM: 7G
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Příloha č. 4 
c:\renata\...\slad_kol_27_11_0ug 11/27/2007 10:20:15 AM
RT: 16.34 - 27.03 SM: 7G
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Příloha č. 5 
C:\RENATA\...\slad_kol_27_11_12ug 11/27/2007 1:04:22 PM
RT: 16.61 - 26.98 SM: 7G
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